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Sichere Wahrheit erkannte kein Mensch 
und wird keiner erkennen 
über die Götter und alle die Dinge, 
von denen ich spreche. 
Sollte einer auch einst die voll- 
kommenste Wahrheit verkünden, 
wissen könnt er das nicht: Es ist 
alles durchwebt von Vermutung. 
 
Xenophanes, um 500 v. Chr.
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1 Einleitung 
Bis heute sind über 50 Chemokine und fast 20 Chemokinrezeptoren identifiziert.  
PARC (=CCL18) ist ein ausschließlich in Primaten nachgewiesenes, bisher nur wenig 
charakterisiertes, im Organismus jedoch weit verbreitetes Chemokin, für das bisher noch kein 
Rezeptor beschrieben wurde. Verschiedene Zellen sezernieren PARC, v.a. für dendritische 
Zellen wurde die Produktion von signifikanten Konzentrationen beschrieben. Eine 
chemotaktische Wirkung dieses Chemokins wurde bisher vor allem an T-Lymphozyten 
nachgewiesen, was zu der Vermutung führte, dass PARC an der Interaktion von dendritischen 
Zellen und T-Zellen beteiligt ist. Erste Experimente mit B-Lymphozyten zeigten, dass PARC 
auch bei dieser Lymphozyten-Population zu einer spezifischen Antwort führt. Demnach könnte 
PARC auch bei der Interaktion von dendritischen Zellen und B-Lymphozyten eine Rolle spielen. 
 
Durch die Zusammenarbeit mit der Gruppe von I. Schraufstätter in San Diego, USA, erhielten 
wir erste Hinweise dafür, dass DRY12 ein Rezeptor für PARC sein könnte. 
 
Ziel dieser Arbeit war, die Wirkung von PARC auf B-Lymphozyten nachzuweisen und mit Hilfe 
funktioneller Assays (Kalziummobilisation, Aktinpolymerisation und Chemotaxis) genauer zu 
charakterisieren. Weiterhin wurden die an den Reaktionen beteiligten Signalkaskaden durch 
Einsatz von spezifischen Inhibitoren und mittels Western Blot untersucht.  
Abschließend wurde das Vorkommen des putativen PARC-Rezeptors DRY12 bei den 
verschiedenen B-Lymphozyten mittels Antikörperfärbung und RT-PCR sowohl auf Protein- als 
auch auf mRNA-Ebene gezeigt. Immunfluoreszenzcytologische Untersuchungen gaben 
Aufschluss über die Lokalisation des Rezeptormoleküls auf der Zelloberfläche. Durch 
Vergleiche mit den Ergebnissen der funktionellen Tests sollten weitere Hinweise dafür erbracht 
werden, dass DRY12 tatsächlich ein Rezeptor für PARC ist. 
Als Untersuchungsmaterial dienten hierbei B-Zellen von CLL-Patienten sowie mehrere 
B-Zelllinien unterschiedlicher Reifungsgrade. 
Zusätzlich wurden in immunhistologischen Schnitten Lymphknoten gesunder Spender mit denen 
von CLL-Patienten hinsichtlich Vorkommen und Verteilungsmuster des DRY12 verglichen. 
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2 Literaturübersicht 
Die Chemokine sind chemotaktisch wirkende Zytokine. Sie sind die Hauptverantwortlichen für 
die Steuerung der Migration und die Aktivierung von Leukozyten im gesamten Organismus und 
spielen dabei sowohl unter physiologischen als auch unter pathologischen Bedingungen eine 
wichtige Rolle bei den Homingprozessen der weißen Blutzellen. Weiterhin sind sie an mehreren 
anderen Prozessen wie der Angiogenese, der Hämatopoese, dem Tumorwachstum und der 
Metastasierung beteiligt. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass der CCR5 und der CXCR4 bei 
der Infektion mit dem HI-Virus eine entscheidende Rolle spielen. In den letzten Jahren wurde 
sehr intensiv an der genaueren Charakterisierung der Chemokine und der entsprechenden 
Rezeptoren gearbeitet (D'SOUZA und HARDEN 1996). Heute sind die Strukturen vieler 
Chemokine, ihre Rezeptoren und teilweise auch ihre Funktion bekannt (WARD et al. 1998). 
Dennoch gibt es Chemokine und Chemokinrezeptoren, die noch nicht genauer charakterisiert 
sind und deren Funktion noch unbekannt ist. 
 
2.1 Einteilung der Chemokine 
Chemokine können entweder strukturell oder funktionell eingeteilt werden. Nach ihrer Funktion 
unterscheidet man 2 Gruppen von Chemokinen: die induzierbaren Chemokine ("Entzündungs-
Chemokine") und die konstitutiven Chemokine ("Homing-Chemokine"). Die induzierbaren 
Chemokine werden in der Regel nicht konstitutiv exprimiert. Sie spielen bei Entzündungen eine 
wichtige Rolle, da sie für die Infiltration der Leukozyten am Ort der Entzündung verantwortlich 
sind. Die induzierbaren Chemokine werden von verschiedenen Gewebezellen und 
Leukozytentypen nach Stimulierung mit z.B. proinflammatorischen Zytokinen oder bakteriellen 
Toxinen produziert. Die "Homing"-Chemokine werden konstitutiv exprimiert und sind 
hauptsächlich an der homöostatischen Steuerung beteiligt. Sie kontrollieren die Relokalisation 
und die Rezirkulation der Lymphozyten und dendritischen Zellen im Zusammenhang mit ihrer 
Reifung, Differenzierung und Aktivierung. Somit sichern sie den Verbleib dieser Zellen 
innerhalb der sekundären lymphatischen Organe. Einige der Chemokine gehören jedoch sowohl 
zu den entzündlichen bzw. induzierbaren Chemokinen als auch zu der konstitutiven bzw. 
homöostatischen Gruppe. Welche Funktion sie jeweils innehaben, hängt dabei von den äußeren 
Gegebenheiten ab (MANTOVANI 1999). Eines dieser Chemokine ist PARC. PARC wird in 
einigen lymphoiden Geweben konstitutiv exprimiert. Es wirkt auf verschiedene 
Lymphozytentypen und auf unreife dendritische Zellen chemotaktisch (Tab. 2.1) und ist somit an 
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der Steuerung der Homöostase beteiligt. Andererseits ist die Expression von PARC bei 
Monozyten bzw. Makrophagen durch CD40L, LPS und andere mikrobielle Verbindungen 
induzierbar (HIESHIMA et al. 1997; REAPE et al. 1999; SALLUSTO et al. 1999; PIVARCSI et 
al. 2004; SCHRAUFSTATTER et al. 2004). Aufgrund seines chemotaktischen Effekts auf 
Lymphozyten ist PARC über diesen Mechanismus auch an Entzündungsreaktionen beteiligt. 
Strukturell kann man die Chemokine in 2 große Gruppen einteilen. Chemokine besitzen 4 
hochkonservierte Cystein-Reste. Anhand der Position der beiden N-terminalen Cystein-Reste 
unterscheidet man CC- und CXC-Chemokine. Bei den CC-Chemokinen liegen diese beiden 
Cystein-Reste direkt benachbart, bei den CXC-Chemokinen sind sie durch eine Aminosäure 
getrennt. Darüber hinaus gibt es zwei Chemokine ohne benachbarte Cysteine (XCL1, 2; 
Lymphotaktin-α, -β) und ein CX3C-Chemokin (Fractalkine), bei dem drei Aminosäuren 
zwischen den Cysteinen liegen (STIEVANO et al. 2004). 
 
2.2 Chemokinrezeptoren und Signaltransduktion 
Die Chemokine vermitteln ihre Wirkung auf ihre Zielzellen über spezifische Rezeptoren (Abb. 
2.1). Diese sind 7-transmembranär und an heterotrimere G-Proteine gekoppelt (CYSTER 1999; 
ZLOTNIK und YOSHIE 2000; YOSHIE et al. 2001). 
Die Einteilung dieser Rezeptoren erfolgt anhand ihrer Liganden. Daher werden auch hier CC-, 
CXC-, CX3C- und C-Chemokinrezeptoren unterschieden. 
Die Bindung eines Chemokins an seinen Rezeptor induziert charakteristische intrazelluläre 
Signalkaskaden und löst so spezifische Reaktionen wie z.B. Migration oder Enzymfreisetzung 
der Zielzelle aus (BEN-BARUCH et al. 1995; SOZZANI et al. 1995). Zu den beteiligten 
Komponenten der intrazellulären Signalkaskaden gehören z.B. die intrazelluläre 
Kalziummobilisation, die Aktivierung von Proteinkinasen (LODI et al. 1994) oder die 
Aktivierung der Phospholipasen C (MURPHY 1994; BOKOCH 1995; PREMACK und 
SCHALL 1996). Außerdem werden von der Signalkaskade zusätzlich kleine G-Proteine der Ras- 
und Rho-Familie aktiviert (LAUDANNA et al. 1996), welche wiederum die Polymerisation von 
Aktin auslösen. Diese Formation des Zytoskeletts stellt die Grundlage für die gerichtete 
Migration (Chemotaxis) dar (LUSTER 1998).  
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Abb. 2.1: Schematische Darstellung eines 7-Transmembran-G-Protein-gekoppelten Rezeptors. 
Allgemeine Struktur und Terminologie (aus JI et al. 1998). 
Bindet ein Chemokin an seinen heterotrimeren G-Protein-gekoppelten Rezeptor wird dieser 
durch die Umwandlung von GDP in GTP aktiviert und das Trimer spaltet sich in seine α- und die 
βγ-Untereinheit auf (HAMM 1998). Die Untereinheiten aktivieren ihrerseits weitere 
Komponenten der Signalkaskade. Die βγ-Untereinheit aktiviert Phospholipasen C, welche die 
Spaltung von Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat in Inositol-(1,4,5)-triphosphat (IP3) und 
Diacylglycerol (DAG) bewirken. IP3 und DAG wirken als sogenannte second messenger. IP3 
induziert die Ca2+-Freisetzung aus intrazellulären Speichern wie dem endoplasmatischen 
Retikulum. DAG aktiviert die Proteinkinase C (PKC). Die Aktivierung der Proteinkinase C und 
verschiedener Kalzium-sensitiver Kinasen führt über die Induktion weiterer Kaskaden zu 
verschiedenen zellulären Antworten (WU et al. 1993; MURPHY 1994; BOKOCH 1995; 
KUANG et al. 1996). Weiterhin aktiviert die βγ-Untereinheit die Phosphatidylinositol-3-OH-
Kinase (STEPHENS, L. et al. 1994; STOYANOV et al. 1995; STEPHENS, L. R. et al. 1997), 
die Phosphatidylinositol-(3,4,5)-triphosphat bildet und die Proteinkinase B (PKB) aktiviert. Die 
Kaskade von der Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase (PI3Kγ) über die PKB fördert unter 
anderem das Zellüberleben (CHAN et al. 1999) und die Chemotaxis (HIRSCH et al. 2000; LI et 
al. 2000; SASAKI et al. 2000). Auch die Aktivierung der MAP-Kinasen erfolgt über die 
βγ-Untereinheit. Der genaue Signalweg ist jedoch erst bruchstückhaft bekannt. Vermutet wird 
eine Aktivierung über den PI3Kγ-Signalweg (LOPEZ-ILASACA et al. 1997). Der 
Signaltransduktionsweg für die Aktivierung der Proteine der Rho-Familie ist unklar 
(LAUDANNA et al. 1996). Die Signaltransduktion endet sobald das GTP wieder zu GDP 
hydrolysiert wird. Dann bindet GDP wieder an die α-Untereinheit und die Untereinheiten lagern 
sich zu einem Heterotrimer zusammen. Damit stehen die Untereinheiten nicht mehr als 
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Aktivatoren der Signalkaskade zur Verfügung und die Reaktion wird gestoppt. Die 
α-Untereinheit scheint die Aktivität der βγ-Untereinheit nicht nur wie anfangs angenommen zu 
regulieren, sondern zusätzlich selbst Chemokin-induzierte Signaltransduktionswege zu 
induzieren (Abb. 2.2; THELEN 2001). 
 
Abb. 2.2: Vermittlung der Chemokinwirkung über heterotrimere G-Protein-gekoppelte Rezeptoren: Die 
Bindung des Chemokins löst die Dissoziation des G-Proteins in die Untereinheiten aus. Die 
α-Untereinheit aktiviert Src-like-Kinasen und die Kinase FAK. Die βγ-Untereinheit aktiviert PLC, PI3Kγ  
und über mehrere Zwischenschritte die Kinase Pyk-2. Die MAPK wird über eine PI3Kγ-Kaskade aktiviert 
(aus THELEN 2001). 
2.3 Das Chemokin PARC 
Das Chemokin PARC wurde innerhalb weniger Monate von mehreren Gruppen entdeckt und 
erhielt daher zunächst die unterschiedlichen Namen PARC, DC-CK1, AMAC-1 und MIP-4. Es 
wurde 1997 zum ersten Mal beschrieben und ist bisher wenig charakterisiert. Sein Vorkommen 
konnte bisher ausschließlich in Primaten nachgewiesen werden. Ein PARC-Rezeptor ist bisher 
ebenfalls nicht beschrieben. 
2.3.1 Die Entdeckung von PARC 
HIESHIMA et al. gelang es 1997 die vollständige cDNA eines neuen CC-Chemokins aus fetaler 
Lunge zu isolieren. Da dieses Chemokin konstitutiv in großer Menge in der menschlichen Lunge 
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exprimiert wurde und seine Expression in einigen humanen Zell-Linien induzierbar war, wählten 
HIESHIMA et al. (1997) die Bezeichnung "Pulmonary and activation-regulated chemokine" 
(PARC). Zeitgleich entdeckten WELLS und PEITSCH 1997 in der EST-Datenbank eine weitere 
Sequenz, welche ebenfalls für ein neues CCL3-ähnliches Polypeptid kodierte. Auch hier 
handelte es sich um das gleiche Chemokin. Wells nannte es "Macrophage inflammatory 
protein-4" (MIP-4). Unabhängig davon wurde PARC außerdem in einer cDNA-Bibliothek 
nachgewiesen, welche von aus Monozyten herangereiften dendritischen Zellen stammte. In 
diesem Fall wurde das neu entdeckte Chemokin als "Dendritic cell-chemokine-1" (DC-CK-1) 
bezeichnet (ADEMA et al. 1997). Weiterhin fand man die Sequenz in einer cDNA-Bibliothek 
von Makrophagen, welche durch IL-4 und Glukokortikoide aktiviert wurden. Da diese Art der 
Aktivierung im Gegensatz zur klassischen Aktivierung durch LPS und IFN-γ auch alternativer 
Aktivierungsweg genannt wird, bezeichnete man den Botenstoff als "Alternative macrophage 
activation-associated CC chemokine-1" (AMAC-1; KODELJA et al. 1998). GUAN et al. gelang 
es 1999, das Gen für ein neues CCL3-ähnliches Chemokin im Genom in der Nähe des 
CCL3-Gens zu isolieren. Dieses Gen stimmte mit dem Gen für MIP-4 überein. Nach der neuen 
systematischen Chemokin-Nomenklatur wurde PARC/MIP-4/DC-CK-1/AMAC-1 schließlich als 
CCL18 klassifiziert (ZLOTNIK und YOSHIE 2000). 
2.3.2 Struktur des PARC-Gens 
Das PARC-Gen ist auf dem Chromosom 17q11.2. lokalisiert, einer Region, in der sich die 
meisten humanen C-C-Chemokin-Gene befinden. Innerhalb dieser Region bilden die Gene der 
Mitglieder der MIP-Chemokin-Familie eine eigene, eng zusammen liegende Untergruppe. Das 
PARC-Gen liegt innerhalb dieser Untergruppe direkt neben dem CCL3-Gen (HIESHIMA et al. 
1997; GUAN et al. 1999; TASAKI et al. 1999). Es ist aus drei Exons und zwei Introns 
aufgebaut. Diese Struktur ist innerhalb der C-C-Chemokine hoch konserviert und stellt daher ein 
typisches Merkmal dieser Chemokin-Gruppe dar (GUAN et al. 1999; TASAKI et al. 1999; 
POLITZ et al. 2000). Das PARC-Gen ist jedoch im Gegensatz zu den anderen Genen dieser 
Gruppe sehr lang. Es weist eine Größe von 7,2 kb auf, während andere C-C-Chemokine in der 
Regel nur 2 bis 3 kb lang sind. Diese große Ausdehnung ist auf die Länge des ersten Introns 
zurückzuführen, welches 6 kb groß ist und zwei Pseudo-Exons enthält. Innerhalb des 
PARC-Gens befinden sich außerdem zwei aufeinander folgende Regionen, welche eine große 
Sequenz-Homologie zum CCL3-Gen aufweisen. Diese beiden Eigenschaften weisen darauf hin, 
dass das PARC-Gen möglicherweise durch die Fusion zweier CCL3-ähnlicher Gene entstanden 
ist (Abb. 2.3). Dieser Vorgang ging vermutlich mit Deletionen und selektiver Nutzung einiger 
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Exons einher (TASAKI et al. 1999). Durch Basenaustausch vor und nach der Fusion könnte sich 
das Gen schließlich an eine neue Funktion angepasst haben. 
 
Abb. 2.3: Struktur und mögliche Entwicklung des humanen PARC-Gens (aus SCHUTYSER et al. 2005). 
Das Maus-Genom beinhaltet weniger Chemokin-Gene als das humane Genom. So existiert bei 
Mäusen z.B. nur ein CCL3-Gen, wohingegen der Mensch mehrere CCL3-ähnliche Gene 
aufweist (TASAKI et al. 1999; SCHUTYSER et al. 2005). Dies deutet darauf hin, dass die Gen-
Duplikation, welche vermutlich zu der Entstehung des PARC- und anderer CCL3-ähnlicher-
Gene geführt hat, erst nach der ontogenetischen Trennung von Nagern und Primaten aufgetreten 
ist. Tatsächlich konnte bis heute kein PARC-Homolog bei Nagern nachgewiesen werden. 
Hingegen scheint innerhalb der Primaten ein entsprechendes Gegenstück zu existieren. ZOU, J. 
et al. (2002) hybridisierten in einem Mikroarray cDNA aus Primaten-Lungen mit humaner 
PARC-cDNA. Mittels RT-PCR und human-spezifischen PARC-Primern erzeugten sie ein PCR-
Produkt ebenfalls aus Lungengewebe von Primaten (ZOU, J. et al. 2002). BASU et al. klonierten 
2002 aus Rhesus-Affen isoliertes PARC und zeigten, dass die Aminosäure-Sequenz des Produkts 
zu 90% mit der Sequenz der humanen Form übereinstimmt. 
2.3.3 Struktur des PARC-Proteins 
PARC besitzt einen offenen Leserahmen, welcher ein Polypeptid mit 89 Aminosäuren codiert. 
Dieses Polypeptid stellt jedoch noch nicht das reife Protein dar. Mehrere Gruppen nahmen an, 
dass es posttranslational zur Abspaltung einer NH2-terminalen hydrophoben Signal-Sequenz aus 
20 Aminosäure-Resten kommt. Aus diesem Prozess geht ein reifes Protein mit 69 Aminosäuren, 
einem errechneten Molekulargewicht von 7851,2 und einem isoelektrischen Punkt von 9,21 
hervor. Diesem Protein fehlt jedoch eine mutmaßliche N-Glykosylierungs-Stelle (ADEMA et al. 
1997; HIESHIMA et al. 1997; KODELJA et al. 1998; GUAN et al. 1999). Dass die 
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angenommene Spaltungsstelle zwischen den Aminosäuren 20 und 21 dennoch die Richtige ist, 
wurde durch Analyse von rekombinantem PARC bestätigt: Das rekombinante Protein beginnt 
mit einem Alanin-Rest, welcher sich im unreifen Vorläufer-Protein an Stelle 21 befindet 
(ADEMA et al. 1997; HIESHIMA et al. 1997). SCHUTYSER et al. (2001 und 2002) und 
STRUYF et al. (2003) isolierten humanes PARC aus verschiedenen Geweben und zeigten, dass 
neben unglykosyliertem, intakten PARC (PARC(1-69)) auch prozessierte Isoformen im 
menschlichen Organismus vorkommen. Im Plasma gesunder Spender und in der Aszites-
Flüssigkeit von Patientinnen mit Ovarial-Karzinom fanden sie neben intaktem PARC auch 
PARC(1-68), eine Isoform, welcher der C-terminale Alanin-Rest fehlt. Isoformen mit 
abgeschnittenem N-terminalen Ende wie PARC(3-69) bzw. PARC(4-69) wurden zusammen mit 
intaktem PARC im Medium stimulierter PBMC nachgewiesen. 
Die größte Homologie zu PARC weisen CCL3 und CCL4 auf. CCL3 besitzt auf 
Aminosäureebene 64% Sequenzhomologie zu PARC, CCL4 ist zu 48% homolog. 
Sequenzvergleiche und computergestützte, dreidimensionale Nachbildung des reifen PARC-
Proteins zeigten, dass PARC die typischen strukturellen Merkmale der C-C-Chemokine besitzt. 
Dazu gehören vier konservierte Cystein-Reste und ein starrer Kern. Der Kern besteht aus einer 
kurzen helikalen Schleife gefolgt von einem dreisträngigen, antiparallelen β-Faltblatt und einer 
COOH-Terminalen α-Helix. Die dem CC-Motiv vorausgehende bewegliche NH2-terminale 
Region des PARC-Moleküls weist hingegen beträchtliche Unterschiede zu anderen reifen C-C-
Chemokinen auf (KODELJA et al. 1998). Diese Domäne ist wahrscheinlich an der zweiten 
Phase des hypothetischen „Zwei-Schritt-Mechanismus der Chemokin-Rezeptor-Aktivierung“ 
nämlich der Auslösung eines Rezeptorsignals beteiligt (MONTECLARO und CHARO 1996). 
Die Region, welche sich im reifen PARC-Molekül um ein Tyrosin an Position 27 konzentriert, 
ist dagegen auch in einigen anderen C-C-Chemokinen wie z.B. CCL3 und CCL4 hoch 
konserviert. Man geht davon aus, dass sie bei der initialen Bindung des Liganden an seinen 
Rezeptor, d.h. beim ersten Schritt der Aktivierung des Chemokin-Rezeptors eine Rolle spielt 
(CLORE und GRONENBORN 1995; KODELJA et al. 1998). 
2.3.4 PARC Expression in Geweben 
Die Expression eines Chemokins und seines Rezeptors kann Hinweise auf seine Funktion geben. 
Das Chemokin PARC wird konstitutiv in großen Mengen in der Lunge und in geringen Mengen 
in einigen lymphoiden Geweben wie Lymphknoten, Thymus und im Appendix exprimiert 
(HIESHIMA et al. 1997). Dabei wird PARC hauptsächlich von bestimmten Monozyten- und 
Makrophagenpopulationen und von dendritischen Zellen exprimiert. Diese Expression wird 
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durch verschiedenste Faktoren reguliert. Dazu gehören neben Signalen, die von Pathogenen und 
T-Zellen ausgehen, auch immunsuppressive Stoffe. In der Lunge exprimieren einige 
Alveolarmakrophagen große Mengen an PARC. Bei Monozyten bzw. Makrophagen konnte die 
PARC-Produktion durch den klassischen Makrophagenaktivator LPS (HIESHIMA et al. 1997; 
REAPE et al. 1999; SALLUSTO et al. 1999; PIVARCSI et al. 2004; SCHRAUFSTATTER et al. 
2004), durch andere mikrobielle Verbindungen wie Peptidoglykan und Mannan und durch das 
T-Zell-abhängige Aktivierungssignal CD40L zusätzlich induziert werden (PIVARCSI et al. 
2004). Außerdem scheint eine alternative Aktivierung der Monozyten bzw. Makrophagen durch 
Glukokortikoide oder Zytokine der Typ2-T-Helferzellen (Th2) zur Induktion von PARC zu 
führen (ADEMA et al. 1997; KODELJA et al. 1998; KODELJA et al. 1998; SONG et al. 2000). 
Alternativ aktivierte Makrophagen kommen in vivo physiologischerweise z.B. als 
immunsuppressive Alveolar- oder Plazentar-Makrophagen vor und schützen so vor ungewollten 
Immunreaktionen (HOLT et al. 1988; MUES et al. 1989; CHANG et al. 1993). Die PARC-
Freisetzung von PBMCs konnte auch durch Staphylokokken-Enterotoxine und durch IL-4 erhöht 
werden (SCHUTYSER et al. 2001; PIVARCSI et al. 2004). Die Hauptproduzenten von PARC 
innerhalb der enterotoxin-aktivierten PBMCs sind CD68+ Monozyten bzw. Makrophagen 
(SCHUTYSER et al. 2001). In Gegenwart von Lymphozyten, kultivierten lymphoblastoiden 
T-Zellen oder T-Zell-konditioniertem Medium stieg die Freisetzung von PARC bei enterotoxin- 
oder IL-4-stimulierten adhärenten PBMCs nochmals signifikant an (STRUYF et al. 2003). Dies 
weist auf eine Rolle T-Zell-abhängiger Faktoren bei der Regulation der PARC-Produktion von 
Monozyten bzw. Makrophagen hin. Die PARC-Expression kann also in einem weiten Spektrum 
von Monozyten- bzw. Makrophagen-Subpopulationen induziert werden. Dieses Spektrum 
erstreckt sich sowohl auf klassisch als auch auf alternativ aktivierte Makrophagen, wobei letztere 
wahrscheinlich an Th2-vermittelten und/oder immunsuppressiven Antworten beteiligt sind. 
Im Gegensatz dazu sind in den Lymphknoten und entzündeten Tonsillen die dendritischen Zellen 
der T-Zell-Bereiche und der Keimzentren für die Produktion von PARC verantwortlich 
(ADEMA et al. 1997; HIESHIMA et al. 1997). Innerhalb der B-Zell-Kompartimente der 
Tonsillen war die PARC-Expression in den Keimzentren höher als in der Mantelzone, wo sich 
die naiven B-Zellen befinden (SHEN et al. 2004). LINDHOUT et al. zeigten 2001, dass es sich 
bei den PARC-produzierenden Zellen in den Keimzentren um die so genannten „dendritischen 
Zellen der Keimzentren“ (germinal center dendritic cells, GCDC) handelt. Diese Zellen spielen 
bei der Proliferation der B-Zellen, dem Isotypenwechsel und der Antikörperproduktion eine 
Rolle (DUBOIS et al. 1999; LINDHOUT et al. 2001). Auch unreife dendritische Zellen 
exprimieren konstitutiv PARC. Tatsächlich stellt PARC eines der am häufigsten produzierten 
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Chemokine der unreifen dendritischen Zellen dar (VISSERS et al. 2001; VULCANO et al. 2003; 
PIVARCSI et al. 2004; RADSTAKE et al. 2005). Die Frage, ob die Reifung dieser Zellen zu 
einer Steigerung (SALLUSTO et al. 1999; ZEIDLER et al. 1999; VISSERS et al. 2001; 
DE VRIES et al. 2002; RADSTAKE et al. 2005) oder eher zu einer Abnahme (BROSSART et 
al. 1998; KODELJA et al. 1998; VULCANO et al. 2003) der PARC-Expression führt, ist jedoch 
noch immer Gegenstand von Diskussionen. Unreife dendritische Zellen können in Abhängigkeit 
von den stimulatorischen Substanzen ihres Mikromilieus unterschiedliche Aktivierungs- bzw. 
Reifungsstadien erreichen. Es wird angenommen, dass Signalstoffe wie LPS und CD40L oder 
die Aktivierung des FcR eine vollständige Reifung der dendritischen Zellen induzieren. Dieser 
Zustand ermöglicht eine effiziente Prägung der T-Zellen. Im Gegensatz dazu steht die 
Aktivierung der dendritischen Zellen z.B. durch die Einwirkung von TNF-α. Diese aktivierten 
dendritischen Zellen wurden kürzlich als halbreife dendritische Zellen definiert und sind 
wahrscheinlich in der Lage, eine Toleranzentwicklung zu induzieren (LUTZ und SCHULER 
2002). Bei diesen Zellen hatte die Zugabe von CD40L keinen Einfluss auf die PARC-
Produktion, in einigen Fällen kam es sogar zu einer starken Verminderung der PARC-Produktion 
(BROSSART et al. 1998; VISSERS et al. 2001; VULCANO et al. 2003; PIVARCSI et al. 2004). 
Die Behandlung unreifer dendritischer Zellen mit TNF-α oder LPS führte ebenfalls zu 
widersprüchlichen Ergebnissen, da einige Gruppen eine Erhöhung (SALLUSTO et al. 1999; 
VISSERS et al. 2001; DE VRIES et al. 2002; RADSTAKE et al. 2005), andere eine 
Verminderung der PARC-Expression nachwiesen (BROSSART et al. 1998; KODELJA et al. 
1998; VULCANO et al. 2003). Andere pathogene Faktoren wie Staphylococcus aureus Cowan I, 
Candida albicans und Influenzaviren verminderten die Freisetzung von PARC (VULCANO et 
al. 2003). Die alternative Aktivierung unreifer dendritischer Zellen durch Th2-Zytokine (IL-4, 
IL-10 oder IL-13) erhöhte die PARC-Produktion (KODELJA et al. 1998), während IFN-γ, ein 
von Th1-Zellen gebildeter Kostimulator der Zellfunktionen, die PARC-Expression unterdrückte 
(VULCANO et al. 2003). Die Glukokortikoide Dexamethason und Prostaglandin E2 
verminderten die Sekretion von PARC, obwohl sie die Differenzierung und Funktion der 
dendritischen Zellen unterdrücken (VULCANO et al. 2003). 
Kultiviert man Monozyten in Gegenwart von GM-CSF und IL-4 sowie TGF-β und TNF-α, so 
entwickeln sich daraus dendritische Zellen vom Langerhans-Typ. Diese Zellen produzieren 
konstitutiv ebenfalls große Mengen PARC, wenn auch weniger als die bereits zuvor erwähnten 
unreifen dendritischen Zellen, welche man durch Zugabe von GM-CSF und IL-4 allein erhält 
(PIVARCSI et al. 2004). Ex vivo isolierte Langerhans-Zellen exprimieren dagegen auch nach 
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Maturation in vitro kein PARC (KODELJA et al. 1998; VISSERS et al. 2001). Myeloide 
CD11c+ dendritische Zellen aus dem Blut exprimieren nach Reifung auf mRNA-Ebene geringe 
Mengen PARC. Mittels ELISA konnte jedoch keine Immunoreaktivität gemessen werden 
(VISSERS et al. 2001). Bei frisch isolierten dendritischen Zellen aus den Keimzentren konnte 
PARC jedoch sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene nachgewiesen werden (LINDHOUT 
et al. 2001). Zusammenfassend, ist das Expressionsmuster von PARC in dendritischen Zellen 
nicht hinreichend geklärt. Die Heterogenität der dendritischen Zellen hinsichtlich Herkunft, 
Morphologie, Phänotyp, Aktivierungsstadium und Funktion in vitro und in vivo macht 
weitergehende Untersuchungen der verschiedenen Populationen notwendig.  
2.3.5 Biologische Aktivität und Rezeptor-Bindung von PARC in vitro 
PARC löst in vitro biologische Reaktionen bei T- und B-Zellen, dendritischen Zellen, 
hämatopoetischen Vorläuferzellen, Fibroblasten und bei Monozyten bzw. Makrophagen aus. Bei 
neutrophilen Granulozyten konnte bisher keine Wirkung nachgewiesen werden (Tab 2.1). Die in 
diesen Versuchen eingesetzten PARC-Konzentrationen lagen dabei zwischen 0,1 ng/ml und 
1000 ng/ml. Von Monozyten abstammende unreife dendritische Zellen reagieren auf PARC 
chemotaktisch. Im Gegensatz dazu zeigen reife dendritische Zellen keine Reaktion (VULCANO 
et al. 2003). PARC stimulierte außerdem die Produktion von Kollagen in Lungenfibroblasten 
(ATAMAS et al. 2003) und hemmte die Proliferation hämatopoetischer Vorläuferzellen 
(BROXMEYER et al. 1999). Dabei agiert PARC durch ERK-Aktivierung (ATAMAS et al. 
2003). Auch bei den verschiedenen Lymphozytenpopulationen löst PARC Reaktionen aus. Es 
lockt bevorzugt naive B-Zellen der Mantelzone und weniger B-Zellen aus den Keimzentren an 
(LINDHOUT et al. 2001). PARC wirkt auch in vivo auf verschiedene T-Zelltypen 
chemotaktisch. Injiziert man Mäusen, welche eine schwerwiegende kombinierte Immundefizienz 
aufweisen und denen humane Haut transplantiert wurde, PARC, so induziert dies die 
Rekrutierung von intravenös verabreichten humanen hautspezifischen T-Gedächtniszellen 
(GUNTHER et al. 2005). Weiterhin lockt PARC, welches in die Peritonealhöhle von Mäusen 
injiziert wurde, in vivo CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten an. Monozyten oder Granulozyten 
werden nicht angezogen. Der Höhepunkt der Reaktion wird dabei 24 Stunden nach der 
Applikation erreicht (GUAN et al. 1999). Diese in vivo ausgelöste Reaktion bestätigte einige der 
in vitro erhaltenen Ergebnisse. Sie deuten darauf hin, dass der PARC-Rezeptor im Gegensatz 
zum Ligand möglicherweise ein murines Gegenstück besitzt. Dies wurde durch die Migration 
von murinen, vorzugsweise naiven B- und T-Lymphozyten hin zu humanem PARC in vitro 
bestätigt (BRUNA-ROMERO et al. 2003). 
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Ein agonistischer Rezeptor für PARC wurde bisher nicht entdeckt. Pertussis-Toxin hemmt 
jedoch sowohl die durch PARC induzierte Chemotaxis von T- und B-Zellen als auch die 
Aktivierung des ERK-Signalwegs in Fibroblasten. Dies deutet auf eine Beteiligung von 
Gαi-Proteinen und G-Protein-gekoppelten Rezeptoren hin (ADEMA et al. 1997; LINDHOUT et 
al. 2001; ATAMAS et al. 2003). PARC bindet spezifisch an frisch isolierte T-Lymphozyten. 
Diese Bindung kann weder durch CCL2 noch durch CCL3, CCL4 oder CCL5 gehemmt werden 
(HIESHIMA et al. 1997). Dies deutet darauf hin, dass PARC keinen gemeinsamen Rezeptor mit 
den genannten Chemokinen besitzt, d.h. dass PARC weder von CCR1 noch CCR2, CCR3 oder 
CCR5 gebunden wird. Auch von CCR4 bzw. CCR6 bis CCR10 wird PARC nicht gebunden 
(HIESHIMA et al. 1997; NIBBS et al. 2000). NIBBS et al. (2000) zeigten weiterhin, dass PARC 
bereits in physiologisch relevanten Konzentrationen von 100 ng/ml in der Lage ist, die CCR3-
vermittelte Kalzium-Mobilisation und Chemotaxis von eosinophilen Granulozyten signifikant zu 
hemmen. PARC antagonisiert die Bindung von CCR3-Liganden an deren Rezeptor, beeinflusst 
die basale Kopplung an den Rezeptor von CCR3-Transfektanten jedoch nur am Rande. Daher ist 
PARC als neutraler CCR3-Antagonist anzusehen (WAN et al. 2002). 
 
Zellart Aktivität Referenzen 
T-Lymphozyten Chemotaxis HIESHIMA et al. 1997; ADEMA et al. 1997; 
SCHUTYSER et al. 2002 
 Kalziummobilisation GUAN et al. 1999 
T-Helfer-Zellen (CD4+) Chemotaxis ADEMA et al. 1997 
 Kalziummobilisation GUAN et al., 1999 
Zytotoxische T-Zellen (CD8+) Chemotaxis ADEMA et al. 1997 
 Kalziummobilisation GUAN et al. 1999 
Naive T-Lymphozyten (CD45RA+) Chemotaxis ADEMA et al. 1997 
 Kalziummobilisation GUAN et al. 1999 
T-Gedächtniszellen der Haut 
(CD45RO+, CLA+) 
Chemotaxis GUNTHER et al. 2005 
B-Lymphozyten Chemotaxis LINDHOUT et al. 2001 
Naive B-Lymphozyten (CD38-, IgD-) Chemotaxis LINDHOUT et al. 2001 
B-Lymphozyten aus Keimzentren 
(CD39-, IgD-) 
Chemotaxis LINDHOUT et al. 2001 
Von Monozyten abstammende unreife 
dendritische Zellen  
Chemotaxis VULCANO et al. 2003 
Hämatopoetische Vorläuferzellen Hemmung der 
Proliferation 
BROXMEYER et al. 1999 
Lungenfibroblasten Kollagenproduktion ATAMAS et al. 2003 
 
Tab. 2.1: Biologische Aktivität von PARC in vitro (nach SCHUTYSER et al. 2005). 
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2.3.6 Potentielle Rolle von PARC bei der Homöostase und bei pathologischen 
Vorgängen 
2.3.6.1 PARC unter normalen und entzündlichen Bedingungen 
Die spontane Expression von PARC durch lymphoide Gewebe und unreife dendritische Zellen 
spricht für eine potentielle Rolle von PARC bei der Organisation lymphoider Strukturen unter 
physiologischen Bedingungen und beim Homing naiver Lymphozyten und unreifer dendritischer 
Zellen (Abb. 2.4). Unter "Homing" versteht man das Austreten aus den Gefäßen und die 
Einwanderung in verschiedene Gewebskompartimente, d.h. Lymphozyten und dendritischen 
Zellen wandern zu sekundären lymphatischen Organen hin. 
 
Abb. 2.4: Expression und Rolle von PARC unter physiologischen und immunopathologischen 
Bedingungen (nach SCHUTYSER et al. 2005). 
Unter homöostatischen Bedingungen produzieren die interdigitierenden dendritischen Zellen in 
den T-Zell-Arealen der lymphoiden Organe PARC. Auf diese Weise rekrutieren sie naive 
T-Zellen und vielleicht zusätzlich unreife oder halbreife dendritische Zellen und induzieren so 
eine Toleranz. Dies geschieht wahrscheinlich zumindest teilweise durch die Generation von 
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IL-10-produzierenden regulatorischen T-Zellen (JONULEIT et al. 2000; RONCAROLO et al. 
2001). Im Verlauf einer Entzündung trägt die PARC-vermittelte Wanderung der naiven T-Zellen 
hin zu den voll ausgereiften interdigitierenden dendritischen Zellen hingegen zum Aufbau einer 
primären Immunantwort bei (CYSTER 1999; SALLUSTO et al. 2000; PARKIN und COHEN 
2001; SCHANIEL et al. 2001; YOSHIE et al. 2001). Die PARC-produzierenden Zellen ziehen 
darüber hinaus naive B-Zellen an und bringen sie so an die Grenze der T-Zell-Areale und damit 
in größere Nähe zu potentiellen Antigenen und Th2-Effektorzellen. Möglicherweise findet die 
primäre Aktivierung der B-Zellen dort in einem trizellulären Komplex aus dendritischen Zellen, 
B- und T-Zellen statt. Einige der kürzlich aktivierten B-Zellen wandern als Reaktion auf deren 
PARC-Ausschüttung zu den dendritischen Zellen der Keimzentren (CYSTER 1999; DUBOIS et 
al. 1999; SALLUSTO et al. 2000; MOSER und LOETSCHER 2001; PARKIN und COHEN 
2001; SCHANIEL et al. 2001; YOSHIE et al. 2001). 
In der Peripherie könnte PARC außerdem Lymphozyten, unreife dendritische Zellen oder sogar 
Monozyten zu verschiedenen Orten lenken. An diesen Orten sind (klassisch oder alternativ 
aktivierte) Makrophagen und (unreife oder reife) dendritische Zellen an Th1- oder Th2-
vermittelten oder speziell tolerogenen Immunantworten beteiligt. Diese Reaktionen dienen z.B. 
der Bekämpfung von Infektionen, der Induktion der Wundheilung oder dem Ausgleich 
überschießender immunologischer Reaktionen. Ferner könnte PARC durch seine antagonistische 
Aktivität am CCR3 die Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten, von basophilen 
Granulozyten und von CCR3-exprimierenden Th2-Zellen begrenzen. Auf diese Weise werden 
lokale allergiefördernde Reaktionen vermindert (SALLUSTO et al. 1997; NIBBS et al. 2000). 
Die Beteiligung von PARC an der Entwicklung primärer T-Zell-Antworten wurde kürzlich in 
vivo gezeigt: BRUNA-ROMERO et al. wiesen 2003 nach, dass PARC bei Impfungen, welche 
eine starke zellvermittelte Immunität erfordern, eine förderliche Wirkung besitzt. Sie impften 
Mäuse mit Malaria-Impfstoff und applizierten gleichzeitig PARC an der Impfstelle. Dies führte 
zur Entwicklung einer erhöhten Zahl IFN-γ-sezernierender, CD8+ T-Zellen und damit zu einem 
besseren Schutz gegen Malaria. Appliziert man das Immunogen und PARC an unterschiedlichen 
Orten oder zu unterschiedlichen Zeitpunkten, erhält man keine verstärkte Antwort der 
antigenspezifischen CD8+ T-Zellen (BRUNA-ROMERO et al. 2003). Eine Steigerung der 
humoralen Immunantwort wurde nicht beobachtet. BRUNA-ROMERO et al. (2003) vertreten 
die Auffassung, dass PARC schnell in Richtung der lokalen Lymphknoten abfließt und dort 
seine adjuvante Aktivität durch die Anziehung naiver muriner Lymphozyten ausübt. Da PARC 
auch auf unreife dendritische Zellen chemotaktisch wirkt, könnte die räumlich und zeitlich 
gleiche Verabreichung von PARC und Malariaimpfstoff zusätzlich die Antigenaufnahme der 
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unreifen dendritischen Zellen an der Injektionsstelle fördern. Weiterhin käme es zu einer 
stärkeren Mobilisierung der antigen-beladenen dendritischen Zellen hin zu den ableitenden 
Lymphknoten (BRUNA-ROMERO et al. 2003). Dies wäre eine zusätzliche Erklärung für die 
adjuvante Aktivität von PARC.  
Das Vorkommen von selektiv erhöhten PARC-Spiegeln wurde in verschiedenen pathologischen 
Körperflüssigkeiten und bei zahlreichen Krankheitszuständen beschrieben. Dazu gehören z.B. 
verschiedene bösartige Tumore und entzündliche Erkrankungen der Haut, Lunge und Gelenke. 
Diese Krankheitszustände sind häufig durch einen Kontrollverlust der sonst förderlichen 
Rekrutierung der Leukozyten charakterisiert. In den folgenden Kapiteln werden einige 
ausgewählte Krankheiten beschrieben. 
2.3.6.2 Ovarialkarzinome und PARC 
Aszites-Flüssigkeit von Patientinnen mit Ovarialkarzinomen enthält signifikant höhere 
Konzentrationen an biologisch aktivem PARC als Aszites-Flüssigkeit anderer Erkrankungen 
(120 ng/ml gegenüber 44 ng/ml; SCHUTYSER et al. 2002). Die PARC-Expression geht jedoch 
nicht von den Karzinomzellen aus. Vielmehr handelt es sich dabei um Zellen, welche den Tumor 
infiltrieren und morphologisch Monozyten bzw. Makrophagen ähneln (SCHUTYSER et al. 
2002). Im Gewebe von Ovarialkarzinomen und in der Aszites-Flüssigkeit der Patientinnen 
können IL-10-produzierende Makrophagen nachgewiesen werden (LOERCHER et al. 1999; 
SICA et al. 2000). Diese tumor-assoziierten Makrophagen könnten alternativ aktivierten 
Makrophagen entsprechen und als solche zumindest teilweise für die erhöhten PARC-Spiegel 
verantwortlich sein. Trotz neuester Berichte, nach denen Ovarialtumoren hauptsächlich von 
plasmazytoiden dendritischen Zellen infiltriert werden (ZOU, W. et al. 2001) und dieser Subtyp 
der dendritischen Zellen normalerweise kein PARC exprimiert (PENNA et al. 2002), kann nicht 
ausgeschlossen werden, dass die tumorassoziierten dendritischen Zellen eine zusätzliche PARC-
Quelle darstellen. Es wäre also möglich, dass PARC an der Unterdrückung einer gegen den 
Tumor gerichteten Immunreaktion beteiligt ist, indem es tumorinfiltrierende Lymphozyten und 
zusätzlich auch unreife dendritische Zellen in Richtung der tolerogenen oder suppressiven 
Makrophagen oder dendritischen Zellen lockt. Es bleibt abzuwarten, ob PARC in dieser Hinsicht 
die Chemokine CCL22 bzw. CXCL12 unterstützt. Diese rekrutieren regulatorische T-Zellen und 
plasmazytoide dendritische Zellen, leiten sie in die Nähe des Ovarialkarzinoms und fördern so 
die Tumorentstehung (SCOTTON et al. 2001; ZOU, W. et al. 2001; CURIEL et al. 2004). 
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2.3.6.3 Magenkarzinome und PARC 
Bei Magenkarzinomen hat PARC eine tumorunterdrückende Wirkung. Hohe PARC-Spiegel 
korrelieren beispielsweise unabhängig vom Tumorstadium mit einer längeren Überlebensdauer 
der Patienten (LEUNG et al. 2004). Auch beim Magenkarzinom wird PARC von einer 
Subpopulation tumorassoziierter Makrophagen exprimiert. Eine wesentlich geringere PARC-
Expression und eine geringere Anzahl PARC+ Makrophagen wurden in nicht-tumorös jedoch 
gastritisch veränderter Magenschleimhaut beobachtet. Die Gesamtzahl der CD68+ Makrophagen 
erwies sich im Gegensatz zur Menge der PARC+ Makrophagen als schlechterer Prognosefaktor 
für die längere Überlebenszeit der Patienten (LEUNG et al. 2004). Diese Daten deuten darauf 
hin, dass PARC in der Entwicklung einer effizienteren Anti-Tumor-Reaktion eine Rolle spielt, 
indem es spezifische Zellen des Immunsystems anzieht und aktiviert. 
2.3.6.4 Leukämie und PARC 
Kinder mit T-ALL und prepreB-ALL weisen erhöhte PARC-Werte im Serum auf, während bei 
Kindern mit AML und preB-ALL keine Erhöhung festgestellt werden konnte (STRUYF et al. 
2003). Im Knochenmark der Leukämiepatienten konnten ähnliche PARC-Spiegel wie im Blut 
nachgewiesen werden. Die Spinalflüssigkeit war hingegen frei von PARC. Obwohl bei 
Lymphozyten oder lymphoblastischen Zellen alleine keine Freisetzung von PARC ausgelöst 
werden konnte, führte die Co-Kultur dieser Zellen oder ihres konditionierten Mediums mit 
Superantigen oder IL-4-stimulierten Monozyten zu einer signifikanten Freisetzung von PARC 
(STRUYF et al. 2003). 
2.3.6.5 Morbus Gaucher und PARC 
Auch bei Patienten mit Morbus Gaucher sind die PARC-Spiegel im Plasma merklich erhöht 
(BOVEN et al. 2004). Diese Erkrankung beruht auf einer Störung der lysosomalen Speicherung 
und ist durch eine pathologische Akkumulation von Glykolipiden in Makrophagen 
gekennzeichnet. Sie wird von einer anhaltenden Entzündungsreaktion begleitet, welche 
möglicherweise zu der massiven Vergrößerung und Gewebsverletzung einiger Organe (z.B. 
Leber und Milz) beiträgt. Im Milzgewebe von Gaucher-Patienten konnte eine erhöhte 
Transkription von PARC im Vergleich zu normalem Milzgewebe nachgewiesen werden 
(MORAN et al. 2000). Dabei stellen die mit Glykolipiden beladenen Makrophagen oder sog. 
Gaucher-Zellen die bedeutendste PARC-Quelle dar. Diese Zellen ähneln, obwohl sie keinen 
Mannose-Rezeptor exprimieren, am meisten den alternativ aktivierten Makrophagen. (BOOT et 
al. 2004; BOVEN et al. 2004). Weiterhin erwiesen sich bei Gaucher-Patienten die 
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Plasmakonzentrationen von PARC als zuverlässige Marker zur Überwachung der 
Therapieeffizienz (BOOT et al. 2004).  
2.3.6.6 Arthritis und PARC 
Die Synovial-Flüssigkeit stellt eine andere Art Körperflüssigkeit dar, in welcher unter 
bestimmten pathologischen Bedingungen erhöhte PARC-Werte nachgewiesen werden können. 
Unter physiologischen Bedingungen ist die Synovial-Flüssigkeit frei von PARC.  
In der Synovial-Flüssigkeit von Patienten mit septischer oder rheumatoider Arthritis sind die 
PARC-Spiegel signifikant erhöht (140 ng/ml bzw. 190 ng/ml). Sie sind damit deutlich höher als 
in der Synovial-Flüssigkeit von Patienten mit Osteoarthritis oder Gicht bzw. Pseudogicht 
(34 ng/ml bzw. 38 ng/ml; SCHUTYSER et al. 2001). In normalen Synovialbiopsien sind keine 
PARC-exprimierenden Zellen zu finden. In der Synovia von Patienten mit rheumatoider Arthritis 
konnten hingegen viele das Gewebe infiltrierende große, unregelmäßig geformte Zellen 
nachgewiesen werden. Diese Zellen weisen in der Immunhistochemie eine positive Färbung für 
PARC auf. Besonders in den perivaskulären Regionen der Synovia wurde PARC in großer 
Menge exprimiert. Dieses Expressionsmuster deckte sich teilweise mit dem Färbemuster des 
"DC-Lysosomen-assoziierten Proteins", einem Marker für reife dendritische Zellen. 
RADSTAKE et al. generierten 2005 aus Monozyten von Patienten mit rheumatoider Arthritis in 
vitro dendritische Zellen. Diese Zellen exprimierten sowohl im unreifen Zustand als auch nach 
LPS-Reifung größere Mengen PARC-mRNA und -Protein als vergleichbare Zellen von 
Patienten mit Osteoarthritis oder von gesunden Individuen (RADSTAKE et al. 2005). Während 
bei der LPS-induzierten Reifung von normalen Monozyten zu dendritischen Zellen die 
Aktivierung des FcγR zu einer weiteren Erhöhung der PARC-Expression führte, kam es bei 
Zellen von Patienten mit rheumatoider Arthritis zu einer Verminderung der PARC-Expression 
(RADSTAKE et al. 2005). 
2.3.6.7 Das Sjögren-Syndrom und PARC 
Interessanterweise gehen auch andere Erkrankungen, welche durch das Vorkommen 
lymphozytärer Strukturen gekennzeichnet sind, mit einer erhöhten Expression von PARC einher. 
Das Sjögren-Syndrom ist eine chronisch verlaufende Autoimmunerkrankung, welche mit einer 
progressiven Zerstörung und einer damit verbundenen verminderten Sekretionskapazität der 
Speichel- und Tränendrüsen einhergeht. Es ist durch eine massive Infiltration von 
mononukleären Zellen in die zerstörten Drüsen und durch Produktion von PARC in den 
Speicheldrüsen gekennzeichnet. In Speicheldrüsen von Kontroll-Patienten oder Patienten, 
welche unter anderen Autoimmunerkrankungen leiden, wurde keine PARC-Expression 
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nachgewiesen (XANTHOU et al. 2001). Die Zellen, welche in den Drüsen der Patienten für die 
PARC-Transkription verantwortlich sind, gehören zu den infiltrierenden mononukleären Zellen. 
Sie ähneln dendritischen Zellen oder überraschenderweise auch B-Lymphozyten (XANTHOU et 
al. 2001). 
2.3.6.8 Hepatitis C und PARC 
Die chronische Hepatitis C-Infektion geht mit entzündlichen Veränderungen der portalen und 
periportalen Leberareale einher. Die PARC-mRNA-Spiegel in der Leber von Patienten mit 
chronischer Hepatitis C korrelieren signifikant mit den Alanin-Amino-Transferase (ALAT)-
Spiegeln im Serum. Eine Erhöhung des Serumspiegels dieses Enzyms ist ein Hinweis auf das 
Absterben der Hepatozyten (KUSANO et al. 2000). Die PARC-Expression erfolgt durch 
mononukleäre Zellen und ist vor allem im portalen Bereich ausgeprägt. Dieses Muster entspricht 
genau dem Bereich der Leber, in welchem überwiegend T-Lymphozyten lokalisiert sind. Im 
Falle einer Hepatitis C-Infektion finden sich dort charakteristischerweise 
Lymphozytenaggregate, welche Primärfollikeln der Lymphknoten ähneln. Im Gegensatz dazu 
finden sich Effektor- bzw. Gedächtnis-T-Zellen in den nekrotischen Bereichen der periportalen 
Areale (KUSANO et al. 2000).  
2.3.6.9 Vaskulitis und PARC 
Die Riesenzellarteriitis ist eine systemische entzündliche Vaskulitis unbekannter Ätiologie. Sie 
ist durch die Ausbildung granulomatöser lymphoider Mikrostrukturen innerhalb der betroffenen 
Arterien gekennzeichnet. Diese vaskulären Läsionen sind mit aktivierten, reifen Makrophagen 
angereichert und enthalten verglichen mit normalen Arterien mehr PARC-Transkripte (KRUPA 
et al. 2002).  
Auch bei der Entwicklung der Atherosklerose spielen die Anhäufung und Aktivierung von 
Monozyten bzw. Makrophagen und T-Lymphozyten in der arteriellen Tunika intima vermutlich 
eine wichtige Rolle. Die PARC-Expression erfolgt in den atherosklerotischen Plaques besonders 
in den makrophagenreichen Arealen der Läsionen. In gesunden Arterien konnte kein PARC 
nachgewiesen werden (REAPE et al. 1999).  
2.3.6.10 Pulmonale Erkrankungen und PARC 
Auch verschiedene Lungenerkrankungen gehen mit einer erhöhten Expression von PARC einher, 
während PARC im gesunden Gewebe nicht nachgewiesen werden kann.  
Die Hypersensitivitätspneumonie ist eine diffuse entzündliche Lungenerkrankung. Sie wird 
durch die Inhalation verschiedener organischer Partikel und eine darauf folgende 
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Sensibilisierung ausgelöst. Dabei kommt es zu Anhäufung von T-Zellen innerhalb der 
bronchoalveolären Strukturen. Im Lungengewebe von Patienten mit 
Hypersensitivitätspneumonie war PARC das einzige Chemokin, welches im Vergleich zu 
Kontrollgewebe gesunder Individuen durchweg stark erhöht war (PARDO et al. 2001). Die 
subakute Phase dieser Erkrankung ist durch stärkere Entzündungsprozesse und geringere 
fibrotische Veränderungen gekennzeichnet. In dieser Krankheitsphase wurde eine höhere 
Expression von PARC nachgewiesen als in der chronischen Phase der Erkrankung (PARDO et 
al. 2001). Die Entdeckung, dass PARC die Kollagenproduktion in Lungenfibroblasten stimuliert, 
könnte dennoch auf eine Rolle von PARC bei der Lungenfibrose hindeuten (ATAMAS et al. 
2003). 
Als idiopathische pulmonale Fibrose bezeichnet man eine chronische mit fibrotischen 
Veränderungen einhergehende Lungenerkrankung unbekannter Ätiologie. Auch bei dieser 
Krankheit sind die PARC-Spiegel signifikant erhöht. Sowohl bei der Hypersensitivitäts-
pneumonie als auch bei der idiopathischen pulmonalen Fibrose wird PARC von den 
Entzündungszellen produziert. Sie befinden sich im Bindegewebe der Lunge in unmittelbarer 
Nachbarschaft von Lymphozytenanhäufungen. Es handelt sich dabei größtenteils um 
Makrophagen weniger um dendritische Zellen und Alveolarepithelzellen. 
2.3.6.11 Dermatitis und PARC 
Auch an Entzündungsreaktionen der Haut ist PARC wahrscheinlich beteiligt. 
Die Kontaktallergie ist eine durch T-Lymphozyten vermittelte Überempfindlichkeitsreaktion. 
Bereits in der Anfangsphase dieser Erkrankung wird PARC in der Haut stark exprimiert. Nach 
48 bis 72 Stunden ist die Produktion von PARC am höchsten, gleichzeitig kommt es zu einer 
starken Infiltration des Gewebes mit T-Zellen. Da PARC vor allem im Bereich der Gefäße 
produziert wird, sammeln sich dort auch vermehrt Leukozyten an (GOEBELER et al. 2001).  
Die atopische Dermatitis ist eine biphasisch verlaufende entzündliche Hauterkrankung. Sie 
beginnt charakteristischerweise mit einer Initialphase, in der Th2-Chemokine vorherrschen, und 
geht dann in eine zweite, von Th1-Chemokinen dominierte, chronische Phase über. Auch bei der 
atopischen Dermatitis sind die PARC-Spiegel signifikant erhöht (NOMURA et al. 2003). PARC 
ist hier das Chemokin, welches am stärksten exprimiert wird. Die PARC-Produktion ist auf die 
atopisch veränderten Hautbereiche beschränkt und erfolgt durch Zellen, welche morphologisch 
dendritischen Zellen ähneln (PIVARCSI et al. 2004). Diese dendritischen Zellen sind in der 
Epidermis und der Dermis verteilt und kommen gehäuft in der Nähe von Gefäßen vor 
(PIVARCSI et al. 2004; GUNTHER et al. 2005). Außerdem exprimieren einige epidermale 
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Keratinozyten und Langerhans-Zellen PARC. Stimuliert man PBMCs dieser Patienten mit IL4, 
entwickeln sich daraus mehr PARC-produzierende Monozyten bzw. Makrophagen und 
dendritische Zellen als aus vergleichbaren Zellen von gesunden Individuen (GUNTHER et al. 
2005). Setzt man Patienten mit atopischer Dermatitis entsprechenden Allergenen oder 
Staphylokokken-Enterotoxin B aus, so kann man auch in unveränderten Hautbereichen eine 
signifikante PARC-Expression auslösen (PIVARCSI et al. 2004). Interessanterweise zeigen viele 
Patienten mit atopischer Dermatitis in den entzündlich veränderten Hautbereichen eine 
Besiedlung mit Staphylococcus. aureus. Analog zur septischen Arthritis stellt die atopische 
Dermatitis daher möglicherweise eine weitere S. aureus-assoziierte Erkrankung dar, bei welcher 
PARC zur pathogen-induzierten Auslösung und Verstärkung des Entzündungszustands beitragen 
könnte (SCHUTYSER et al. 2001; PIVARCSI et al. 2004). 
 
2.4 Der putative PARC-Rezeptor DRY12 
Von I. Schrauffstätter erhielten wir Hinweise dafür, dass der bereits bekannte Rezeptor DRY12 
an der Wirkungsvermittlung von PARC beteiligt sein könnte (Ingrid Schraufstätter, San Diego, 
2005, persönliche Mitteilung). DRY12 ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor mit 7 Trans-
membrandomänen. Er besitzt eine Homologie von nahezu 30% zum IL-8-Rezeptor und zu 
anderen Chemokinrezeptoren (OWMAN et al. 1996). THOMAS et al. (2005) konnten außerdem 
eine strukturelle Homologie zu Rezeptoren für Angiotensin, Interleukin und verschiedenen 
Chemokinen aufzeigen. Mit der Familie der GPCR-ähnlichen membrangebundenen Progestin-
Rezeptoren ist er jedoch strukturell nicht verwandt. 
Das Gen für diesen Rezeptor ist auf Chromosom 7p22 lokalisiert (CARMECI et al. 1997) und 
umfasst 1128 bp. Das Rezeptorprotein besteht aus 375 Aminosäuren (OWMAN et al. 1996). 
DRY12-mRNA ist in den Datenbanken unter verschiedenen Namen zu finden. Sie wird auch 
LyGPR (lymphocyte-derived G protein-coupled receptor; KVINGEDAL und SMELAND 1997), 
GPR30 (G protein-coupled receptor 30; O'DOWD et al. 1998), CMKRL2 (chemokine-like 
receptor 2; OWMAN et al. 1996), FEG-1 (flow induced endothelial G protein-coupled receptor 
gene-1; TAKADA et al. 1997), CEPR (constitutively/commonly expressed peptide-like receptor; 
FENG und GREGOR 1997) oder GPCR-Br (CARMECI et al. 1997) genannt. Für das bessere 
Verständnis wird er im Folgenden stets DRY12 genannt. 
Die Expression von DRY12 auf mRNA-Ebene konnte bereits in vielen isolierten Zelltypen 
nachgewiesen werden. Verschiedene Leukozytenpopulationen wie B- und T-Zellen, Monozyten 
und CD34+/CD38+ hämatopoetische Vorläuferzellen exprimieren DRY12-mRNA 
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(KVINGEDAL und SMELAND 1997). Auch endotheliale Zellen, die Scherkräften ausgesetzt 
sind (TAKADA et al. 1997) und zahlreiche Krebszell-Linien exprimieren den Rezeptor auf 
mRNA-Ebene. Dazu gehören Östrogen-Rezeptor-exprimierende Brustkrebszellen (CARMECI et 
al. 1997), einige B-Zell-Leukämie-Linien wie Reh und Nalm6 (KVINGEDAL und SMELAND 
1997) bzw. Burkitt-Lymphom-Zelllinien wie Raji und DAUDI (OWMAN et al. 1996). Vielfach 
wurde die mRNA des Rezeptors fast universell in allen Geweben nachgewiesen. Diese 
Ergebnisse wurden jedoch aus homogenisierten Gewebeproben gewonnen. Es ist daher nicht 
klar, ob die positiven Ergebnisse auf gewebsspezifische Zellen oder universell vorkommende 
Zellen wie Endothelien oder mononukleäre Zellen zurückzuführen ist. Auch THOMAS et al. 
untersuchten 2005 das Vorkommen und die Struktur des DRY12. Auch sie konnten das 
ubiquitäre Vorkommen des Rezeptors zeigen, indem sie ihn außer in den bereits bekannten 
Brustkrebszellen im Nervengewebe, in Plazenta, Ovar und Prostata, sowie im Herz, im 
Lebergewebe, in Gefäßendothelien und im lymphatischen Gewebe nachwiesen. Im Widerspruch 
dazu stehen die Ergebnisse von OWMAN et al. (1996): Sie fanden die entsprechende mRNA 
weder in Plazentagewebe noch im Knochenmark oder Leukozyten des peripheren Blutes. 
Lange war nicht bekannt, ob der Bindungspartner von DRY12 tatsächlich ein Chemokin ist. 
THOMAS et al. (2005) untersuchten potentielle Bindungspartner des Rezeptors und zeigten 
dabei, dass weder Angiotensine noch verschiedene chemotaktische Peptide eine 
Bindungsaffinität zum DRY12 besitzen. Auch viele andere Chemokine zeigten keine Wirkung 
auf DRY12-transfizierte Zellen (OWMAN et al. 1996). AHOLA et al. wiesen 2002 nach, dass 
DRY12 eine wichtige Rolle bei der Vermittlung des wachstumshemmenden Effekts von 
Progestin auf das epitheliale Zellwachstum der Milchdrüsen spielt. Sie zeigten, dass die 
Progestin-induzierte Wachstumshemmung von Brustkrebszellen mit einer erhöhten Expression 
von DRY12 einhergeht. Sie vermuten daher, dass DRY12 ein Ziel-Gen von Progestin darstellt. 
FILARDO et al. (2000) zeigten, dass DRY12 außerdem an der Wirkungsvermittlung von 17-β-
Estradiol beteiligt ist. Östrogene lösen an diversen Zielgeweben verschiedene biologische 
Effekte aus. Am besten untersucht sind bisher die Wirkungen, welche über die 
Östrogenrezeptoren ERα und ERβ vermittelt werden. Diese Rezeptoren aus der Familie der 
Steroidhormon-Rezeptoren wirken als ligandenaktivierte Transkriptionsfaktoren (BEATO et al. 
1995). Die Bindung des Östrogenmoleküls bewirkt eine Konformationsänderung der Rezeptoren, 
welche ihnen die Fähigkeit verleiht an DNA zu binden und die Gen-Transkription zu induzieren. 
An dieser Signalkaskade sind keine weiteren Botenstoffe, sogenannten „second messenger“ 
beteiligt. Es ist jedoch bereits bekannt, dass Östrogene außerdem in der Lage sind, verschiedene 
Reaktionen der Zelle auszulösen, an denen „second messenger“ beteiligt sind. So konnte bereits 
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die intrazelluläre Ca2+-Mobilisation (IMPROTA-BREARS et al. 1999), die Produktion von 
cAMP (ARONICA et al. 1994) und die Aktivierung der MAP-Kinasen p42/44 (MIGLIACCIO et 
al. 1996; ENDOH et al. 1997; WATTERS et al. 1997) als Reaktion auf Östrogene nachgewiesen 
werden. Bisher ist nicht bekannt, über welchen Wirkmechanismus diese Ereignisse gesteuert 
werden. Da sie jedoch relativ schnell, d.h. innerhalb von Minuten nach Stimulation der Zellen 
auftreten, muss davon ausgegangen werden, dass sie an der Plasmamembran der Zellen induziert 
werden und eine Beeinflussung der Gen-Transkription wie beim ERα bzw. ERβ keine Rolle 
spielt. Viele Liganden erzeugen diese schnellen „second messenger“-vermittelten Zellreaktionen 
über G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Daher ist es nahe liegend, dass auch die durch Östrogene 
induzierten schnellen Zellreaktionen durch einen solchen Rezeptor vermittelt werden. Im Falle 
des DRY12 wirkt 17-β-Estradiol über einen Gβγ-abhängigen, durch Pertussis-Toxin hemmbaren 
Signalweg. Die Charakterisierung der beteiligten Signalkaskade gelang MAGGIOLINI et al. 
(2004). Sie beinhaltet die Freisetzung von HB-EGF, die Transaktivierung des EGF-Rezeptors 
sowie die Aktivierung der MAP-Kinasen p42/44. Damit war ein Bindungspartner von DRY12 
identifiziert. Dennoch war bis zu diesem Zeitpunkt immer noch kein Chemokin bekannt, welches 
seine Wirkung über DRY12 vermittelte. 
I. Schraufstätter gelang es schließlich zu zeigen, dass DRY12-transfizierte Zellen auf PARC-
Stimulation mit Aktivierung der p42/44-MAP-Kinasen und des EGF-Rezeptors sowie mit 
Aktinpolymerisation und/oder Chemotaxis reagieren und dass diese Reaktion durch den Einsatz 
eines blockierenden DRY12-Antikörpers gehemmt werden kann (Ingrid Schraufstätter, San 
Diego, 2005, persönliche Mitteilung). Zellen, die mit anderen Rezeptoren transfiziert waren, 
reagierten nicht auf PARC. PARC löste in den DRY12-transfizierten Zellen nach 5 bis 10 
Minuten eine maximale Phosphorylierung der p42/44-MAP-Kinasen aus. Die MAP-Kinase p38 
wurde unter den gleichen Bedingungen nicht aktiviert. Diese Ergebnisse stimmen mit denen von 
ATAMAS et al. (2003) überein. Sie zeigten, dass Lungenfibroblasten auf PARC-Stimulation mit 
Phosphorylierung der p42/44-MAP-Kinasen reagierten, was zu einer vermehrten Produktion von 
Kollagen führte. Die MAP-Kinase p38 wurde dabei nicht aktiviert.  
Da in den bisher von I. Schraufstätter durchgeführten Studien eine Bindung von PARC an der 
DRY12 nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden konnte, wird im Folgenden stets von einem 
putativen Rezeptor DRY12 gesprochen (Ingrid Schraufstätter, San Diego, 2006, persönliche 
Mitteilung) 
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2.5 Chronisch-lymphatische Leukämie (CLL) 
Die CLL stellt mit einer Inzidenz von 5 Fällen pro 100000 Einwohner und Jahr die häufigste 
Leukämieform der westlichen Welt dar. Es handelt sich dabei um ein meist leukämisch 
verlaufendes B-Zell-Lymphom von niedrigem Malignitätsgrad. Die CLL ist gekennzeichnet 
durch die monoklonale Proliferation und Akkumulation von typischerweise reif erscheinenden, 
aber immunologisch inkompetenten CD5+ B-Lymphozyten im peripheren Blut, in Lymphknoten, 
Milz und Knochenmark. Die neoplastischen B-Lymphozyten exprimieren kaum 
kostimulatorische und MHC-Moleküle und haben vermutlich aufgrund eines Apoptosedefekts 
eine verlängerte Lebenszeit. Im Gegensatz zu anderen Leukämieformen führt also im Falle der 
CLL nicht eine vermehrte Bildung sondern ein verminderter Abbau zur Akkumulation der 
Lymphozyten (DAMESHEK 1967; CALIGARIS-CAPPIO 1996; LAGNEAUX et al. 1998). 
Durch die starke Anhäufung der CD5+ B-Lymphozyten werden andere Blutbestandteile wie 
Erythrozyten, Thrombozyten und Granulozyten (v.a. Neutrophile Granulozyten) zurückgedrängt, 
so dass die mononukleäre Zellfraktion des peripheren Blutes schließlich zu >90% aus 
B-Lymphozyten besteht (BURGER et al. 1999). 
Isoliert man diese Fraktion aus dem Blut der Patienten erhält man demnach eine große Menge 
leicht zu kultivierender B-Lymphozyten, deren Vitalität in Kultur im Vergleich zu anderen 
Primärzellen relativ lange konstant bleibt. Aufgrund dieser Eigenschaften stellen die 
B-Lymphozyten der CLL-Patienten ein ideales Modell für unsere Untersuchungen dar. 
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Avanti™J-20XP Standzentrifuge Beckman-Coulter, Palo Alto, USA 
Electrophoresis Power Supply EPS 600 Amersham Pharmacia Biotech, Inc., Freiburg 
Eppendorf Tischzentrifuge Eppendorf, Hamburg 
FACSCalibur Becton Dickinson, Mountain View, USA 
Fluoreszenzmikroskop Axiovision 2.0 Zeiss, Jena 
Glasplatten für Western-Gele BioRad, München 
Heizblock, Thermo Stat plus Eppendorf, Hamburg 
Lichtmikroskop Olympus CK2 Olympus, Japan 
Magnetrührer IKAMAG RCT Jahnke & Kunkel, Staufen 
Mini-Protean™3 Cell BioRad, München 
Neubauer Zählkammer Sigma, Deisenhofen 
Plexiglas-Gelhalter BioRad, München 
Trans Blot™ SD, Semi-Dry Transfer cell BioRad, München 
UV/VIS-Photometer Uvikon 933 Kontron Instruments 
Zentrifuge Megafug 3.0 R Heraus, Stuttgart 
 
3.1.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
Chemikalien Hersteller 




Acrylamid-Lsg., wässrig (40% AA, 0.8% Bis) BioRad, München 
Agarose LE Roche, Mannheim 
Ammoniumperoxodisulfat (APS) BioRad, München 
Ampicillin Serva, Heidelberg 
Big Dye ZKF, Freiburg 
Biocoll Separating Solution Biochrom AG, Berlin 
Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma, Deisenhofen 
Kalziumchlorid-Dihydrat Merck, Darmstadt 
Calf serum (CS) Invitrogen, Grooningen, Niederlande 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth, Karlsruhe 
Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat Merck, Darmstadt 
Dithiothreitol (DTT) Roth, Karlsruhe 
DNA-Ladder GibcoBRL, Karlsruhe 
dNTP-Mix (10 mM) Invitrogen 
Ethanol Merck, Darmstadt 
Ethidiumbromid Roche, Mannheim 
Ethylendiamin-tetraessigsäure (EDTA) Roth, Karlsruhe 
FACS-Clean Becton Dickinson 
FACS- Rinse Becton Dickinson 
Fetal calf serum (FCS) PAA Laboratories GmbH, Austria 
Fluo-3-AM (1 mM in DMSO) Molecular Probes, Eugene, OR, USA 
Glukose Sigma, Deisenhofen 
Glycerin Sigma, Deisenhofen 
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Glycin Merck, Darmstadt 
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt 
Loading Dye 6-fach, blue/orange Promega, Madison, USA 
Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt 
N, N, N`, N`-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma, Deisenhofen 
Natriumvanadat (Na4VO3) Sigma, Deisenhofen 
Paraformaldehyd 16 % Lsg. Electron, USA 
Penicillin/Streptomycin Invitrogen, Grooningen, Niederlande 
Phenylnethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma, Deisenhofen 
Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS) Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA 
p-Nitrophenylphosphat Sigma, Deisenhofen 
Prestained Protein marker, Broad range Biolabs, New England 
Proteasemix (Proteasen-Inhibitoren-Cocktail) Roche, Mannheim 
Rochester Polytechnical Medicinal Institute 1640 
(RPMI 1640) 
Biochrom AG 
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Roche, Mannheim 
TAE Puffer (10-fach) Serva, Heidelberg 
Taq DNA-Polymerase Quiagen bzw. Molenzym 
Tris-(hydroxy-methyl)-aminomethan (Tris) Roth, Karlsruhe 
Tris/Glycin/SDS Puffer (10-fach) BioRad, München 
Trizma™Base Sigma, Deisenhofen 
Trypanblau-Lösung Sigma, Deisenhofen 
Trypsin-EDTA (1-fach) GibcoBRL, Karlsruhe 
Tween-20 Roth, Karlsruhe 
 
Verbrauchsmaterialien Hersteller 
1.5 ml-Reaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg 
15 ml- und 50 ml-Röhrchen Falcon, USA 
Blotting paper BioRad, München 
Deckgläschen (24x24 mm) Roth, Karlsruhe 
Einmalpipetten 10, 20, 200, 1000 µl Greiner, Frickenhausen 
FACS-Tubes (Rundbodenröhrchen, 5 ml) Falcon, USA 
Immobilon™ Transfer Membranes Millipore, USA 
Kodak™ BioMax MR-Film Kodak 
Kryoröhrchen Greiner, Frickenhausen 
PCR-Tubes Roche, Mannheim 
Pipettenspitzen Roche, Mannheim 
Quarzeinmalküvetten Βrandt 
Transwell™ Permeable Supports Costar Corning Inc. 
Zellkulturflaschen mit Filter  Falcon, USA 
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3.1.3 Untersuchungsmaterial 
3.1.3.1 B-Vorläuferzelllinien (Suspensions-Zellen) 
BJAB: reife B-Zellen eines Burkitt Lymphoms (MENEZES et al. 1975) 
Daudi: reife B-Zellen eines Burkitt Lymphoms (ähneln Gedächtniszellen) (ATCC-Nr. 
CCL-213) 
Nalm6: Akute lymphoblastische Leukämie Zellen (prä-B, unreif) (HARTMANN et al. 
2008) 
Raji: reife B-Zellen eines Burkitt Lymphoms (ähneln Gedächtniszellen) (ATCC-Nr. 
CCL-86) 
Ramos: reife B-Zellen eines Burkitt Lymphoms (ähneln Gedächtniszellen) (ATCC-Nr. 
CRL-1596) 
Reh: Akute lymphatische Leukämie Zellen (pro-B-Vorläuferzellen) (ATCC-Nr. CRL-
8286) 
KoADZ: CD19+ B-Zellen eines gesunden Spenders (mittels EBV-Infektion immortalisiert, 
daher hochgradig aktivierte Zellen, fast plasmazytoid) (HARTMANN et al. 2008) 
 
Abb. 3.1: Modell der Hämatopoese mit Differenzierung reifer Effektorzellen aus pluripotenten 
Stammzellen. 
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3.1.3.2 CLL-Zellen (Suspensionszellen) 
Leukämiezellen (B-Lymphozyten) von Patienten mit klinischer und immunphänotypischer 
Diagnose einer CLL wurden nach schriftlicher Einwilligung der Patienten gesammelt, 
eingefroren und von der AG Burger (Uniklinik Freiburg, Innere Medizin, Abt. Hämatologie und 
Onkologie) zur Verfügung gestellt.  
3.1.3.3 Lymphknoten 
Für die histologischen Untersuchungen wurden Gewebeproben aus Lymphknoten verschiedener 
CLL-Patienten und von gesunden Individuen verwendet. Diese wurden freundlicherweise von 
Frau Prof. Schmitt-Gräff vom Institut für Pathologie der Universität Freiburg zur Verfügung 
gestellt. 
3.1.4 Medien und Lösungen 
Zellkultur-Medium:  
RPMI-Medium  
  10% (v/v) FCS bzw. 20% (v/v) FCS für Reh-Zellen 
  1% (v/v) Penicillin-Streptomycin 
 
Einfrier-Medium für CLL-Zellen:  
FCS 
10% (v/v) DMSO 
 
Einfrier-Medium für Zelllinien: 
Zellkulturmedium 
20% (v/v) FCS 




0,5% (w/w) BSA 
 
Färbelösung für Vitalitätsassay am FACS:  
FACS-Medium 
1% (v/v) DiOC6 (40 µM) 
2% (v/v) PI (1 mg/ml) 
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Medium für Kalziummobilisationsassay:  
RPMI-Medium 
0,1% (w/w) BSA 
1,1 mmol CaCl2/l 
 
Fixier- und Färbelösung für Aktinpolymerisationsassay am FACS:  
8 ml PBS 
2 ml Formalin (37%) 
66 µl Phalloidin FITC-Lösung (50µg/ml) 
200 µl α-Lysophosphatidyl-Cholin (50 mg/ml) 
 
Saponinlösung für intrazelluläre Antikörperfärbungen: 
9,8 ml HBSS 
100 µl Saponin-Lösung (10%) 
100 µl HEPES (1M) 
 
Fixierlösung für intrazelluläre Antikörperfärbungen und Immunfluoreszenzzytologische 
Färbungen: 
Paraformaldehyd (4%) in PBS 
 
3.1.5 Chemokine, Inhibitoren und Antikörper 




Rabbit-Anti-DRY12 I.Schraufstätter,  
Torrey Pines Institute for Molecular Studies, San 
Diego, CA 92121,  USA 
Anti-IgD-FITC Becton-Dickinson 
Anti-Rabbit-FITC DakoCytomation, Glostrup, Dänemark 
Alexa Fluor™ 488 phalloidin Molecular Probes, USA 
Anti p 44/42-MAPK, rabbit Cell Signalling Tech., 
Anti-phospho-p 44/42-MAPK, rabbit Cell Signalling Tech., 
PARC R&D Systems, USA 
Pertussis-Toxin Calbiochem 
Proteasemix (Proteasen-Inhibitoren-Cocktail) Roche, Mannheim 
 




DNA free™ Ambion, USA 
ECL™plus Western Blotting Detection System Amersham Biosciences, Buckinghamshire, England 
MiniPrep Kit Qiagen, Hilden 
Prolong™ Antifade Kit Molecular Probes, USA 
Proteasemix (Proteasen-Inhibitoren-Cocktail) Roche, Mannheim 
QIAshredder™ Qiagen, Hilden 
RNeasy™ Mini Kit Qiagen, Hilden 
SuperScript™ First Strand Synthesis System for RT-
PCR 
Invitrogen, Grooningen, Niederlande 
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3.2 Methoden 
3.2.1 Zellbiologische Methoden 
3.2.1.1 Isolierung der CLL-Zellen aus dem Blut  
Mononukleäre Zellen aus dem peripheren Blut (PBMCs; Lymphozyten und Monozyten) können 
mittels Dichtegradientenzentrifugation von den anderen zellulären Blutbestandteilen 
(Erythrozyten, Granulozyten) und von den toten Zellen getrennt werden. Hierbei wird ein 
Dichtegradient durch Ficoll erzeugt. Ficoll ist ein ungeladenes Sucrose-Polymer, dessen Dichte 
(1,077 g/ml) so eingestellt ist, dass Erythrozyten und Granulozyten aufgrund ihrer höheren 
Dichte die Ficoll-Schicht passieren, während sich mononukleäre Zellen (Lymphozyten und 
Monozyten) in der Interphase (zwischen Ficoll und darüber liegendem Plasma) ansammeln. Die 
Zellfraktion der Interphase besteht zu 90-99% aus Lymphozyten. 
Für die Dichtegradientenzentrifugation wurden 8 ml EDTA-Blut in einem 50 ml Falcon-
Röhrchen mit 20 ml RPMI 1640-Medium verdünnt und anschließend mit 15 ml Biocoll 
Separating Solution unterschichtet. Die Zentrifugation erfolgte bei 818 x g (2000 rpm bei 
Ausschwingrotor) für 20 min bei Raumtemperatur (RT) ohne Bremse. Nach der Zentrifugation 
wurde die Interphase abgenommen und in ein neues 50 ml Falcon-Röhrchen überführt. 
Anschließend wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen (294 x g (1200 rpm bei 
Ausschwingrotor); 5 min bei RT mit Bremse), in 50 ml PBS resuspendiert und zur weiteren 
Bearbeitung portionsweise kryokonserviert (nach BURGER, M. et al. 2005). 
3.2.1.2 Kryokonservierung der isolierten Zellen  
Die Kryokonservierung in flüssigem Stickstoff bei -196°C erlaubt eine langfristige Lagerung der 
Zellen und somit eine bessere Verfügbarkeit des Patientenmaterials. Die Kryokonservierung der 
isolierten Zellen erfolgte wie bei BURGER, M. et al. (2005) beschrieben. Zunächst wurde die 
Anzahl der Zellen in der erhaltenen Zellsuspension bestimmt und die isolierten Zellen einmal in 
PBS gewaschen (294 x g (1200 rpm bei Ausschwingrotor); 5 min bei RT mit Bremse). Nach 
Verwerfen des Überstandes wurden je 5 x 107 Zellen in 1 ml Einfriermedium aufgenommen und 
in ein Kryoröhrchen überführt. Um die Zellen möglichst wenig zu schädigen, sollte das 
Einfrieren langsam und gleichmäßig erfolgen. Deshalb wurden die Zellen zunächst bei –80°C in 
einem mit Isopropanol gefülltem Gefäß für mindestens 4 h eingefroren und anschließend in 
flüssigem Stickstoff gelagert. 
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3.2.1.3 Auftauen und Revitalisierung der isolierten Zellen 
Die Zellen wurden im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und danach in 5 ml angewärmtem 
RPMI 1640-Medium suspendiert. Um das DMSO-haltige Einfriermedium zu entfernen wurden 
die Zellen bei 165 x g (900 rpm bei Ausschwingrotor) 5 min bei RT zentrifugiert und der 
Überstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 10 ml Kulturmedium resuspendiert und die Zellen 
bei 37°C, 5% CO2 und wassergesättigter Atmosphäre kultiviert (BURGER, J. A. et al. 1999). 
Nach wenigen Stunden waren die Zellen revitalisiert. 
3.2.1.4 Zellkultur und Passagierung der Zellen 
Alle Zellen wurden in Zellkulturflaschen in wassergesättigter Atmosphäre bei 37°C und einem 
CO2-Gehalt von 5% kultiviert. Das Kulturmedium wurde je nach Verbrauch alle 2-4 Tage 
gewechselt. Zur Subkultivierung wurden die im Medium suspendierten Zellen vorsichtig 
durchmischt und in der geeigneten Konzentration (1:3-1:6) mit frischem, warmem 
Kulturmedium verdünnt.  
3.2.1.5 Bestimmung der Zellzahl 
Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Zählkammer nach Neubauer bestimmt. Durch Zugabe von 
Trypanblau konnte dabei gleichzeitig ein Überblick über die Vitalität der Zellen gewonnen 
werden. Trypanblau diffundiert durch die Zellmembran toter Zellen und färbt deren Zytoplasma 
blau an, wodurch tote Zellen bei der Zellzahlbestimmung ausgegrenzt werden können. 
Die Zellsuspension wurde mit 0,4%-iger Trypanblau-Lösung im Volumenverhältnis 1:1 gefärbt. 
Nach Beschicken der Neubauer-Zählkammer mit 10 µl der Mischung wurden vier Großquadrate 
der Kammer mit dem 40er Objektiv des Mikroskops ausgezählt. Die Gesamtzellzahl wurde 
folgendermaßen berechnet:  
 
Anzahl der Zellen in einem Großquadrat (Mittelwert) x Verdünnung x 104 x Gesamtvolumen 
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3.2.2 Funktionelle Tests 
3.2.2.1 Prinzip der Durchflusszytometrie 
Mit Hilfe der Durchflusszytometrie können Zellen anhand ihrer Lichtstreuungseigenschaften 
charakterisiert werden. Zusätzlich können bis zu fünf weitere Parameter anhand emittierter 
Fluoreszenzstrahlung detektiert werden. Die Zellen werden hierbei mit Antikörpern markiert. 
Diese Antikörper sind direkt oder über sekundäre Antikörper an Fluoreszenzfarbstoffe 
gekoppelt. Die gefärbten Zellen passieren in einem Flüssigkeitsstrom hydrodynamisch fokussiert 
nacheinander einen Laserstrahl. Durch die Anregung des Lasers emittieren die Fluorochrome 
Fluoreszenzlicht bestimmter Wellenlänge. Das Fluoreszenzlicht der verschiedenen 
Fluorochrome wird durch Teilerspiegel und farbselektive Bandpassfilter in Fluoreszenzspektren 
aufgetrennt und gelangt dann auf photosensitive Detektoren, sog. Photomultipler. In der Regel 
stehen drei Sensoren für 530 nm (Fluoreszenzkanal 1; FL1), 585 nm (FL2) und >650 nm (FL3) 
über den ersten Laser zur Verfügung. Über einen zweiten Dioden-Laser kann ein weiterer 
Fluoreszenzparameter mit einer anderen Anregungswellenlänge zur Verfügung gestellt werden 
(FL4: 670 nm). Üblicherweise werden die Farbstoffe Fluorescein (FITC), R-Phycoerythrin (PE) 
und Tricolor (TC) verwendet, deren Exzitationsbereich um 488 nm und deren 
Fluoreszenzstrahlung um 520 nm (FITC), 575 nm (PE), bzw. 690 nm (TC) liegt. Zusätzlich 
streuen die Zellen das auftreffende Licht. Das in einem geringen Winkel (3-10°) gestreute Licht 
wird als Vorwärtsstreulicht (FSC) bezeichnet und korreliert in erster Näherung mit der 
Zellgröße. Das um 90° reflektierte Licht wird als Seitwärtsstreulicht (SSC) bezeichnet und 
korreliert mit der Granularität und der Membranfaltung der Zelle. Durch gleichzeitige 
Bestimmung von relativer Zellgröße und Granularität können einzelne Zellpopulationen 
differenziert und hinsichtlich der über Antikörper gebundenen Fluoreszenzfarbstoffe qualitativ 
und quantitativ beurteilt werden. 
Für die durchflusszytometrische Analyse wurde ein FACSCalibur (Fluorescence-Activated-Cell-
Sorter; Becton-Dickinson, San Jose, USA) mit einem 488 nm Argonlaser verwendet. FSC- und 
SSC-Signale wurden in linearer, die Mittelwerte der Fluoreszenz-Signale in logarithmischer 
Verstärkung aufgenommen. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der FlowJo® Software (Tree 
Star, Inc., USA). Die Daten wurden als zweidimensionale „Punkt-Diagramme" („dot-plots“) 
oder als eindimensionale Histogramme dargestellt und analysiert. In den Punktdiagrammen 
repräsentiert jeder Punkt eine Zelle. Durch das Setzen von Analysefenstern kann die 
Expressionsanalyse auf bestimmte Zellpopulationen beschränkt werden. 
Materialien und Methoden  33 
  
3.2.2.2 Bestimmung der Zellvitalität 
Nur vitale Zellen können auf einen Stimulus adäquat reagieren. Deshalb wurde vor Beginn der 
funktionellen Untersuchungen die Vitalität der Zellen bestimmt. Dies erfolgte wie bei BURGER, 
M. et al. (2005) beschrieben mittels Doppelfärbung mit Propidiumiodid (PI) und 
3'3-Dihexyloxacarbocyaninjodid (DiOC6). PI ist nicht in der Lage, intakte Zellmembranen zu 
durchdringen, sondern gelangt nur bei Membrandefekten ins Innere der Zelle. Es bindet dort an 
doppelsträngige DNA und erzeugt so eine rotfluoreszierende Färbung der Zellen. DiOC6 dient in 
kleinen Konzentrationen der selektiven Färbung von Mitochondrienmembranen vitaler Zellen. 
Es spiegelt das mitochondriale Membranpotential wieder und erzeugt eine grünfluoreszierende 
Färbung der Zellen. Bei Detektion der Fluoreszenz mittels FACS lassen sich deshalb drei 
Zellpopulationen unterscheiden: Vitale Zellen weisen eine grüne, jedoch keine rote Fluoreszenz 
auf (DiOC6 positiv, PI negativ), wohingegen tote Zellen sich genau umgekehrt verhalten (DiOC6 
negativ, PI positiv). Apoptotische Zellen weisen sehr früh einen Verlust des mitochondrialen 
Membranpotentials auf, sodass sie über ihren DiOC6-Fluoreszenzverlust von den vitalen Zellen 
unterschieden werden können (DiOC6 negativ, PI negativ). 
Zellsuspension und Färbelösung wurden im Verhältnis 2:1 gemischt und bei 37°C 20 min 
inkubiert. Anschließend erfolgte eine Messung der Fluoreszenz im FACS. Bei jeder Messung 
wurden 20000 Zellen der Probe ausgezählt. In einem DiOC6/PI-Diagramm wurden die einzelnen 
Populationen eingegrenzt und so die prozentualen Anteile der Einzelpopulationen an der 
Gesamtzellzahl berechnet. 
3.2.2.3 Kalziummobilisationsassay 
Der Anstieg des zytosolischen Ca2+-Spiegel ist eines der ersten Ereignisse in verschiedenen 
Signalkaskaden. In nicht aktivierten Zellen liegt die zytosolische Ca2+-Konzentration [Ca2+]i 
typischerweise bei 0,1 µM. Da der Ca2+-Spiegel im extrazellulären Milieu um mehrere 
Größenordnungen höher liegt, kann durch kurzfristiges Öffnen von Ca2+-Kanälen in der 
Zellmembran oder in den Membranen von intrazellulären Kalzium-Speichern der zytosolische 
Ca2+-Spiegel stark angehoben werden. Dieser Anstieg wurde erstmals bei der Aktivierung von 
neutrophilen Granulozyten beobachtet (VON TSCHARNER et al. 1986; VON TSCHARNER et 
al. 1986). Inzwischen wurde die intrazelluläre Kalzium-Mobilisation bei der Aktivierung vieler 
Zellen nachgewiesen, insbesondere auch über G-Protein-gekoppelte 7-trans-Membran-
Rezeptoren wie z.B. die Chemokinrezeptoren (MURPHY 1994). Die Konzentration an freiem 
[Ca2+]i kann mit Fluo-3-AM, einem zytosolischen Fluoreszenzfarbstoff bestimmt werden. Dieser 
enthält mehrere Carboxylgruppen, die jeweils durch eine Esterbindung an ein Acetat maskiert 
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sind (Abb. 3.2). Dadurch wird der Farbstoff insgesamt lipophil und kann die Zellmembran leicht 
durchdringen. Im Zellinneren wird er durch zytosolische Esterasen hydrolysiert. Die nun 
freigelegten Carboxylgruppen machen das Molekül hydrophil, sodass es die Zellemembran nicht 
mehr passieren und die Zelle nicht mehr verlassen kann. In der Zelle bilden die Carboxylgruppen 
mit den zweiwertigen Kalzium-Ionen Chelat-Komplexe, wodurch sich die 
Fluoreszenzeigenschaften des Farbstoffs verändern und so eine Grundfluoreszenz entsteht. 
Kommt es nun durch potentielle Liganden zu einem Einstrom von Ca2+ in das Zytosol, steht 
mehr Ca2+ für die Chelat-Bildung zur Verfügung und die Fluoreszenz-Intensität nimmt zu. Diese 
Veränderung der Fluoreszenz kann mit Hilfe der Durchflusszytometrie gemessen werden. 
Die Durchführung dieses Versuchs erfolgte wie bei HARTMANN et al. (2008) beschrieben: Es 
wurden 1 x 107 Zellen in 1 ml PBS aufgenommen. Pro ml Zellsuspension wurden 2 µl einer 
1 mM Fluo-3-AM-Lösung zugegeben, die Zellen im Brutschrank bei 37°C für 30 min inkubiert 
und anschließend zweimal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden in 1 ml PBS mit Zusatz von 
0,1% BSA aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung auf Eis inkubiert. Für die Messung 
am FACS wurde die Zellsuspension 1:10 mit dem Medium für den Kalziummobilisationsassay 
verdünnt und jeder Messansatz 5 min bei 37°C im Brutschrank angewärmt. Zur Darstellung des 
Kalziumeinstroms wurde zunächst für 10 s die Basisfluoreszenz der Zellen aufgezeichnet. 
Danach wurde das zu testende Chemokin in einer definierten Menge zugegeben und die 
Messung nach gründlichem Mischen der Probe fortgesetzt. Nach jeder Messung einer 
Positivkontrolle (SDF-1) wurde das Ansaugröhrchen des FACS gründlich mit FACS-Clean- und 
FACS-Rinse-Lösung gereinigt, um eventuell anhaftende SDF-1-Reste zu entfernen und so ein 
falsch positives Ergebnis der nächsten gemessenen Probe auszuschließen. Die Mittelwerte der 
Fluoreszenz von ungefähr 1500 Zellen pro Sekunde wurden über einen Zeitraum von 2 min 
kontinuierlich gemessen, so dass bei der anschließenden Auswertung mit FlowJo® die zeitliche 
Kinetik der Fluoreszenzänderung dargestellt werden konnte. 
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Abb. 3.2: Fluo-3-AM besitzt vier maskierte Carboxylgruppen, wodurch das damit lipophile Molekül 
einfach durch Zellmembranen diffundieren kann. Im Zellinneren werden die Carboxylgruppen durch 
zelleigene Esterasen freigesetzt, das Molekül wird damit im Zytosol gefangen (GRYNKIEWICZ et al. 
1985). Gleichzeitig bekommt Fluo-3 durch die freien Carboxylgruppen die Eigenschaften eines Chelators 
und kann zweiwertige Kationen einfangen. Durch die Bindung an ein Kation ändern sich die 
Fluoreszenzeigenschaften, wodurch die Konzentration des entsprechenden Kations bestimmt werden 
kann. Die markierte Stilbene-Struktur ist den Fluoreszenzfarbstoffen gemeinsam. 
3.2.2.4 Aktinpolymerisationsassay 
Als Aktinpolymerisation bezeichnet man die durch einen Reiz ausgelöste Organisation des 
Zytoskeletts. Durch die Zusammenlagerung zahlreicher globulärer Aktinmoleküle bilden sich 
lange faserartige Stränge. Erst dieses filamentöse Aktin ermöglicht der Zelle eine zielgerichtete 
Bewegung. Die Aktinpolymerisation stellt deshalb die Vorstufe der gerichteten Migration dar. 
Der Nachweis einer Chemokin-induzierten Aktinpolymerisation erfolgt mit Hilfe einer 
Phalloidin-FITC-Lösung. Phalloidin, das Gift des Knollenblätterpilzes Amanita phalloides 
bindet selektiv an filamentöses Aktin, nicht jedoch an globuläres Aktin. Durch Kopplung des 
Fluoreszenzfarbstoffs FITC  an das Phalloidin kann so eine Polymerisation durch einen Anstieg 
der Fluoreszenz im FACS nachgewiesen werden. 
Die Zellen wurden zunächst in einer Konzentration von 1,5 x 106 Zellen/ml in FACS-Medium 
aufgenommen. Für jeden Versuchsansatz wurden 1,1 ml dieser Zellsuspension in ein FACS-
Röhrchen gegeben und im Wärmeblock auf 37°C erwärmt. Da der Verlauf der Polymerisation 
nach 0 (=Kontrolle), 15, 30, 60 und 120 Sekunden gemessen werden sollte, wurden für jeden 
Ansatz fünf FACS-Röhrchen mit den entsprechenden Zeiten beschriftet. In diese wurden jeweils 
50 µl der Phalloidin-FITC-Lösung vorgelegt. Zu Beginn der Messung gab man zunächst 200 µl 
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der Zellsuspension in das 0 s-Röhrchen. Diese Probe diente später als Referenzwert für die 
Fluoreszenz der unstimulierten Zellen. Nun wurde zu den restlichen Zellen eine definierte 
Chemokin-Menge hinzugegeben und der Timer gestartet. Nach 15, 30, 60 und 120 Sekunden 
wurden jeweils 200 µl des stimulierten Ansatzes entnommen, in das entsprechende Röhrchen 
überführt und gründlich gemischt. Durch das in der Färbelösung enthaltene Formalin wurden die 
Zellen fixiert und so der Polymerisierungsvorgang gestoppt. Die Auswertung erfolgte mittels 
Messung der Fluoreszenz am FACS. Der Mittelwert der Fluoreszenz von 20000 Zellen wurde 
berechnet. Die Mittelwerte der stimulierten Proben wurden zu dem Mittelwert der Kontrolle ins 
Verhältnis gesetzt. Damit wurde der prozentuale Anstieg der Fluoreszenz berechnet, welcher 
linear mit der Aktinpolymerisation korreliert (modifiziert nach BURGER, M. et al. 2005). 
3.2.2.5 Chemotaxisassay 
Chemotaxis ist die gerichtete Wanderung von Zellen entlang eines Gradienten aus 
chemotaktischen Faktoren in das Gebiet mit deren höchster Konzentration. Diese Situation 
wurde mit Hilfe eines Zwei-Kammer-Systems (Transwell Permeable Supports) nachgestellt. 
Die beiden Kammern sind dabei durch eine porenhaltige Polycarbonatmembran getrennt, welche 
zusammen mit der oberen Kammer einen beweglichen Einsatz bildet. In Abhängigkeit von der 
Zellgröße wurden Membranen mit einem Porendurchmesser von 5 oder 8 µm benutzt. 
In Anlehnung an HARTMANN et al. (2008) wurde folgendermaßen verfahren: Die untere 
Kammer wurde mit 600 µl FACS-Medium gefüllt und das entsprechende Chemokin in der 
gewünschten Konzentration zugegeben. In die obere Kammer wurden 100 µl Zellsuspension mit 
einer Konzentration von 5 x 106 Zellen/ml gegeben. Anschließend wurde der Einsatz in die 
untere Kammer gesetzt und so die beiden Kammern über die Polycarbonatmembran in Kontakt 
gebracht. Jeder Ansatz wurde dabei als Duplikat durchgeführt. Nach zweistündiger Inkubation 
bei 37°C wurde das Medium der unteren Kammer mit den darin enthaltenen gewanderten Zellen 
in ein FACS-Röhrchen überführt und die Zahl gewanderter Zellen am FACS bestimmt. Dafür 
wurde jede Probe 20 s bei hoher Durchflussrate gemessen, die Zahl der gewanderten Zellen mit 
der Zahl der eingesetzten Zellen verglichen und der Migrationsindex (MI) nach folgender 
Formel berechnet: 
in Chemokin eingewanderte Zellen  
in Nullkontrolle eingewanderte Zellen 
3.2.2.6 Einsatz von Inhibitoren 
Durch den Einsatz von spezifischen Inhibitoren können Hinweise auf die an der 
Signalübertragung beteiligten Komponenten gewonnen werden. Die Inhibitoren hemmen oder 
MI = 
Materialien und Methoden  37 
  
blockieren einzelne Komponenten und führen so zu einer Verminderung oder zum vollständigen 
Ausfall der spezifischen Zellantwort. In dieser Arbeit wurde das Toxin von Bordetella pertussis 
(Pertussistoxin, PTX) verwendet. PTX blockiert die Gαi-Untereinheit der G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren. 1 x 107 Zellen wurden in 1 ml Kulturmedium aufgenommen, 500 ng/ml PTX 
zugegeben und die Zellen 30 min bei 37°C im Brutschrank vorinkubiert (BURGER, J. A. et al. 
1999). Anschließend wurden die funktionellen Tests wie bereits beschrieben durchgeführt. 
3.2.3 Immunologische Methoden 
Immunologische Methoden dienen dem Nachweis bestimmter Antigene. Sie beruhen auf der 
Reaktion eines spezifischen Antikörpers mit dem entsprechenden Antigen. Durch Markierung 
der Antikörper mit Fluoreszenzmolekülen, Enzymen oder radioaktiven Isotopen kann das 
Antigen indirekt detektiert werden. Dabei kann entweder der antigenspezifische Antikörper 
direkt markiert werden oder man verwendet einen zweiten und ggf. dritten Antikörper, welcher 
die Markierung trägt. Direkt markierte Antikörper werden vor allem in der Routinediagnostik 
eingesetzt und erlauben einen schnellen Nachweis der entsprechenden Antikörper. Ist der 
Primärantikörper unmarkiert, benötigt man einen markierten Sekundärantikörper. Dieser muss 
spezifisch für die Tierart sein, aus welcher der Primärantikörper gewonnen wurde. Auf diese 
Weise kann ein Sekundärantikörper für mehrere Primärantikörper eingesetzt werden. 
Gleichzeitig verstärkt diese Methode die erzeugte Fluoreszenz, da an einen Primärantikörper 
mehrere Sekundärantikörper binden. 
3.2.3.1 Färben von Zellen in Suspension und Detektion am FACS 
Diese Methode erlaubt einen schnellen Nachweis der gesuchten Antigenstruktur. Außerdem ist 
eine Quantifizierung der Antigenexpression durch direkten Vergleich verschiedener Proben 
leicht möglich.  
Alle Waschschritte erfolgten bei RT, 204 bis 294 x g (1000 bis 1200 rpm bei Ausschwingrotor) 
für 5 min mit Bremse. 
3.2.3.1.1. Detektion von Oberflächenantigenen 
Antigenstrukturen, die auf der Zelloberfläche exprimiert werden, können durch Zugabe des 
entsprechenden Antikörpers zu intakten, nicht permeabilisierten Zellen detektiert werden. 
1 x 106 Zellen wurden in 100 µl FACS-Medium resuspendiert, einmal mit FACS-Medium 
gewaschen und der Überstand verworfen. 10 µl des gewünschten Antikörpers wurden 
dazugegeben, das Röhrchen ad 100 µl mit FACS-Medium aufgefüllt und die Probe gründlich 
gemischt. Bei Doppelfärbungen wurden von jedem Antikörper 10 µl zugegeben und das 
Röhrchen ad 100 µl mit FACS-Medium aufgefüllt. Anschließend erfolgte eine 20-minütige 
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Inkubation der Zellen bei 4°C unter Lichtausschluß. Für die beiden anschließenden 
Waschschritte wurden zu jeder Probe 1 ml FACS-Medium hinzugegeben und gründlich 
gemischt. Anschließend wurden die Proben zentrifugiert und der Überstand entfernt. Wurde ein 
unmarkierter Primärantikörper benutzt, wurde nun der zweite Antikörper hinzugegeben, das 
Röhrchen ad 100 µl mit FACS-Medium aufgefüllt und gut gemischt. Auch hier erfolgte eine 
zwanzigminütige Inkubation bei 4°C unter Lichtausschluß. Anschließend wurden die Zellen 
erneut zweimal mit FACS-Medium gewaschen und für die Messung im FACS schließlich in 
300 µl FACS-Medium resuspendiert (modifiziert nach HARTMANN et al. 2008). 
Durch Vergleich der mittleren Fluoreszenzintensität einer Probe mit der geeigneten 
Isotypkontrolle kann die Expression des gesuchten Antigens und die Expressionsintensität 
erfasst werden. Dafür wird der Quotient aus der Fluoreszenzintensität der Probe und der der 
Isotypkontrolle gebildet. Er wird angegeben als MFIR (mean fluorescence intensity ratio) und 
drückt die relative Expression des Antigens aus. 
3.2.3.1.2.  Detektion intrazellulärer Antigene 
Antikörper sind nicht in der Lage, eine intakte Zellmembran zu durchdringen. Daher müssen die 
Zellen zur Detektion intrazellulär exprimierter Antigene vor Antikörperzugabe permeabilisiert 
werden. Bei gleichzeitigem Nachweis von Oberflächen- und intrazellulären Antigenen erfolgt 
die Färbung von Oberflächenantigenen vor der intrazellulären Färbung. 
2 x 106 Zellen wurden in FACS-Medium gewaschen, mit 200 µl 4%-iger Paraformaldehyd-
Lösung 5 min bei 4°C fixiert und danach dreimal mit je 1 ml HBSS gewaschen. Zur 
Permeabilisierung der Zellmembran wurde das erhaltene Zellpellet anschließend in 500 µl 
0,1%-iger Saponinlösung resuspendiert, die Proben wurden erneut zentrifugiert und der 
Überstand verworfen. Anschließend wurde der gewünschte Antikörper und ad 100 µl 
Saponinlösung dazugegeben und die Probe 45 min bei 4°C unter Lichtausschluß inkubiert. Nach 
zweimaligem Waschen mit je 500 µl Saponinlösung und einmaligem Waschen in 1 ml FACS-
Medium wurde falls nötig der Sekundärantikörper und ad 100 µl Saponinlösung dazugegeben 
und erneut 45 min bei 4°C unter Lichtausschluß inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in je 
500 µl Saponinlösung und einem Waschschritt mit FACS-Medium wurde das Zellpellet für die 
Messung im FACS in 300 µl FACS-Medium resuspendiert. 
3.2.3.2 Immunzytologische Färbung und konfokalmikroskopische Darstellung 
Immunzytologische Färbungen erlauben besonders bei intrazellulär exprimierten Antigenen eine 
genauere Lokalisation der Antigene. Durch zusätzliche Markierung der zellulären Strukturen mit 
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geeigneten Antikörpern oder Farbstoffen können die Antigene bestimmten Zellstrukturen 
zugeordnet werden. 
Zunächst wurden die Zellen auf beschichteten Objektträgern (Bross-Slides) immobilisiert. Dafür 
wurden 4 x 105 Zellen in 1 ml PBS aufgenommen und pro Feld 30 µl Zellsuspension 
aufgetragen. Nach einstündiger Inkubation bei 4°C in einer feuchten Kammer wurde der 
Überstand auf Zellstoff vorsichtig abgeklopft. Nun erfolgte die Markierung der zellulären 
Strukturen. Zur Darstellung des Zellkerns wurde eine DAPI-Lösung (blau) verwendet. Die 
Zellmembran wurde mit dem roten Farbstoff DiI angefärbt. Dazu wurde eine 1:1000-
Verdünnung der DAPI-Stocklösung in PBS hergestellt und DiI in einer Endkonzentration von 
1 µmol/l zugegeben. Auf jedes Feld des Objektträgers wurden 20 µl dieser Färbelösung 
aufgetragen und die Zellen erst 5 min bei 37°C und anschließend 15 min bei 4°C inkubiert. Nach 
gründlichem Waschen in PBS wurden die adhärierten Zellen mit 4%-iger 
Paraformaldehydlösung bedeckt und in einer feuchten Kammer 20 min bei 4°C fixiert. 
Anschließend wurden die Zellen erneut gründlich in PBS gewaschen. Zur Detektion intrazellulär 
lokalisierter Antigene wurden die Zellen mit 0,2%-iger TritonX 100-Lösung bedeckt, in einer 
feuchten Kammer bei 4°C 5 min permeabilisiert und anschließend erneut dreimal in PBS 
gewaschen. Beim Nachweis von Oberflächenantigenen entfällt dieser Schritt. Anschließend 
wurden je 20 bis 30 µl einer geeigneten Verdünnung des (Primär-) Antikörpers auf die Felder 
aufgetragen und die Zellen in einer feuchten Kammer 1 h bei 4°C inkubiert. Durch dreimaliges 
Waschen in PBS wurden anschließend überschüssige Antikörper entfernt. Falls erforderlich 
wurde nun der Sekundärantikörper in einer geeigneten Konzentration aufgetragen und die Zellen 
in einer feuchten Kammer bei 4°C 1 h inkubiert. Auch hier wurden überschüssige Antikörper 
durch mehrfaches Waschen in PBS entfernt und die auf dem Objektträger haftende Flüssigkeit 
auf Zellstoff sorgfältig abgeklopft. Um die Zellen zu schützen und ein Ausbleichen der 
Fluoreszenz zu vermindern wurden sie mit einigen Tropfen AntifadeProlong® bedeckt und mit 
einem Deckglas überschichtet (modifiziert nach HARTMANN et al. 2008). Die Fluoreszenz 
wurde in einem konfokalen Lasermikroskop analysiert. Dabei wurde jeder Farbkanal separat 
aufgezeichnet. Durch Vergleich der verschiedenen Bilder einer Zelle kann die gesuchte Struktur 
den ebenfalls angefärbten bekannten zellulären Strukturen zugeordnet werden. 
3.2.3.3 Immunhistologische Färbungen 
Auch an fixierten Gewebeschnitten können Antigene immunologisch dargestellt werden. So 
kann die Expression eines Antigens in situ nachgewiesen werden. Die Färbungen wurden im 
Institut für Pathologie des Universitätsklinikums Freiburg unter der Leitung von Frau Prof. 
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Schmitt-Gräf durchgeführt. Als Gewebematerial wurden Lymphknoten von gesunden Spendern 
und von CLL-Patienten verwendet. 
Die Gewebeproben wurden zunächst in Paraformaldehyd-Lösung fixiert und in Paraffin 
eingebettet. Davon wurden Schnitte mit einer Dicke von 3 µm hergestellt. Die Schnitte wurden 
in Xylol entfettet und anschließend in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Die Proben 
wurden anschließend 3 min in EDTA-Puffer gekocht und zur Demaskierung der Antikörper mit 
0,05%-iger Proteinease-K-Lösung behandelt. Das effektive Waschverfahren und die 
Anwesenheit des stabilisierenden Proteins K verhindern eine unspezifische Bindung des 
Primärantikörpers. Der polyklonale Antikörper gegen DRY12 (I. Schraufstätter, San Diego, 
USA) wurde in einer Verdünnung von 1:2000 eingesetzt. Als Isotypkontrolle wurde ein 
polyklonaler Anti-Mensch-Antikörper verwendet. Nach Inkubation mit dem Primärantikörper 
wurden die Schnitte in PBS gespült. Die Detektion erfolgte mit dem "ChemMate® Detection Kit" 
nach der Streptavidin-Biotin-Methode. Dafür werden die Schnitte zunächst mit einem Biotin-
gekoppelten Sekundärantikörper inkubiert. An die Biotin-Reste wird in einem dritten Schritt 
"Streptavidin Alkaline Phosphatase" (AP) gebunden. Die eigentliche Detektion erfolgt durch 
Zugabe von "RED Chromogen", welches als Substrat für die AP dient. Durch enzymatische 
Umsetzung des Substrats entsteht ein roter Farbstoff, der die Anwesenheit des gesuchten 
Antigens anzeigt. 
3.2.4 Molekularbiologische Methoden 
3.2.4.1 Isolation von RNA 
Die Isolation zellulärer Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe des "RNeasy® Mini"-Kits (Qiagen) laut 
Herstellerangabe. Alle Zentrifugationsschritte, soweit nicht extra erwähnt, fanden bei RT und 
16000 x g (14000 rpm bei Winkelrotor) statt. 
Das Prinzip der RNA-Isolierung beruht dabei auf der Bindung von bis zu 100 µg RNA mit einer 
Länge von über 200 Basenpaaren an eine Silika-Gel-Membran. Dies wird durch ein spezielles 
Puffersystem mit hohem Salzgehalt (RLT-Puffer) ermöglicht. RLT-Puffer besitzt aufgrund 
seines Guanidinisothiocyanat (GITC)-Gehaltes stark denaturierende Eigenschaften und bewirkt 
so zusätzlich eine sofortige Inaktivierung von RNasen, wodurch die Isolierung intakter RNA 
garantiert wird. DNA und Zellbestandteile werden anschließend mit mehreren Puffern 
abgewaschen. Bei der anschließenden Elution erhält man sehr reine RNA in hoher 
Konzentration. 
Es wurden 2 x 107 (CLL-Zellen) bzw. 1 x 107 Zellen (andere Zellen) pro Ansatz eingesetzt. Die 
Zellen wurden zunächst in einem Eppendorf-Gefäß einmal in PBS gewaschen. Zur Lyse der 
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Zellmembranen wurde das Zellpellet in 600 µl (bzw. 700 µl bei CLL-Zellen) RLT-Puffer mit 
1% (v/v) β-Mercaptoethanol resuspendiert. Die Suspension wurde anschließend auf die im Kit 
enthaltenen QIAshredder®-Säulen gegeben und 2 min zentrifugiert, wobei sie homogenisiert und 
von den meisten Zellresten gereinigt wurde. Durch Zugabe von 600 µl Ethanol (70%-ig) wurden 
die Nukleinsäuren gefällt. Das Eluat wurde auf die im Kit enthaltenen RNeasy® mini spin-Säulen 
gegeben und mittels Zentrifugation für 15 s an die Silikagel-Membran gebunden. Das Eluat 
wurde verworfen. Die gebundene RNA wurde einmal mit RW1-Puffer (Zentrifugation 15 s) und 
zweimal mit RPE-Puffer (Zentrifugation 15 s bzw. 2 min) gewaschen und die Membran durch 
eine zusätzliche einminütige Zentrifugation getrocknet. Anschließend wurden 50 µl RNase-freies 
Wasser auf die RNeasy® mini spin-Säule gegeben und die Säule 1 min lang zentrifugiert um die 
gebundene RNA zu eluieren.  
3.2.4.2 Entfernen der kontaminierenden DNA aus der RNA-Präparation 
Weist die hergestellte RNA-Präparation eine zu hohe DNA-Kontamination auf, kann dies den 
Ablauf der Reversen Transkription stören. Daher wurde zum Abbau von eventuell vorhandener 
Rest-DNA das Kit "DNA-free®" (Ambion) laut Herstellerangabe benutzt. Durch Zugabe einer 
DNase wird die DNA abgebaut. Anschließend werden die DNase und die durch den DNase-
Puffer zugesetzten bivalenten Kationen wieder entfernt um die geeigneten Bedingungen für die 
anschließende Reverse Transkription zu schaffen. 
Zur eluierten RNA wurde 10-fach DNase-Puffer in einer Menge von 10% des Eluatvolumens 
gegeben um eine einfache Endkonzentration zu erreichen. Anschließend wurde 1 µl DNase I 
(2 U/µl) hinzugefügt, der Ansatz gut gemischt und 20 bis 30 min bei 37°C im Heizblock 
inkubiert. Durch Zugabe von DNase Inactivation Reagent in einer Menge von 10% des 
Probenvolumens, mindestens jedoch 2 µl, wurde der DNA-Abbau gestoppt und die durch den 
DNase-Puffer zugesetzten bivalenten Kationen gebunden. Dafür wurde die Probe 2 min bei RT 
inkubiert und während dieser Zeit mehrfach gut gemischt um eine ständige homogene Verteilung 
des DNase Inactivation Reagent zu gewährleisten. Durch anschließende Zentrifugation 
(ca. 16000 x g, (14000 rpm bei Winkelrotor: Eppendorf Centrifuge 5415C), 90 s, RT) sammelt 
sich der DNase Inactivation Reagent und die gebundenen bivalenten Kationen als Pellet am 
Grund des Reaktionsgefäßes. Der Überstand mit der gereinigten RNA wurde vorsichtig 
abgenommen, in ein autoklaviertes Eppendorfgefäß überführt und auf Eis gestellt bzw. bis zur 
weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. 
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3.2.4.3 Konzentrationsbestimmung und Reinheitsabschätzung der Nukleinsäuren 
Die Quantifizierung und Reinheitsabschätzung der Nukleinsäuren erfolgte spektrophotometrisch 
in Quarzküvetten mittels Messung der optischen Dichte (OD) bei 260 und 280 nm. Mit Hilfe der 
OD260nm kann die Nukleinsäurekonzentration abgeschätzt werden. Dabei entspricht eine OD260nm 
von 1,0 einem RNA-Gehalt von 40 µg/ml (SAMBROOK 1989). Eine proteinfreie Nukleinsäure 
weist ein Verhältnis der OD260nm zur OD280nm von 1,8 bis 2,0 auf. Proteinverunreinigungen 
erhöhen die OD280nm und erniedrigen so den Quotienten deutlich. 
3.2.4.4 Reverse Transkription 
Als Ausgangsprodukt für die PCR benötigt man einzelsträngige cDNA. Einzelsträngige cDNA 
kann aus Gesamt-RNA durch eine Reverse Transkription hergestellt werden. Dies erfolgte 
mittels des Kits "SuperScript® First-Strand Synthesis System for RT-PCR" (Invitrogen). Außer 
der Gesamt-RNA sind alle Komponenten im Kit enthalten. 
1 µg Gesamt-RNA, 1 µl Oligo-dT-Primer (0,5 µg/µl), 1 µl Nukleotidmischung (dNTP-Mix, 
10 mM) und ad 10 µl DEPC-behandeltes Wasser wurden in einem Eppendorf-Gefäß gemischt 
und der Ansatz zunächst 5 min im Heizblock bei 65°C inkubiert und dann 5 min auf Eis gestellt. 
Anschließend wurden 2 µl 10-fach RT-Puffer, 4 µl MgCl2 (25 mM), 2 µl DTT (0,1 mM) und 
1 µl RNaseOUT® Recombinant Ribonuklease Inhibitor (40 U/µl) zugegeben, gut gemischt und 
2 min im Heizblock bei 42°C inkubiert. Um die Reverse Transkription zu starten wurde 1 µl 
SuperScript®II RT (50 U/µl) zugegeben und der Ansatz im Heizblock zunächst 50 min bei 42°C 
und anschließend 15 min bei 70°C inkubiert. Durch kurzes Abkühlen auf Eis wurde die Reaktion 
gestoppt und die Probe kurz zentrifugiert um eventuell am Deckel befindliches Kondensat zu 
entfernen. Anschließend wurde die noch nicht umgesetzte RNA durch Zugabe von 1 µl RNase H 
(2 U/µl) und 20-minütige Inkubation im Heizblock bei 37°C abgebaut. Die cDNA wurde bis zur 
weiteren Verarbeitung auf Eis gestellt oder bei -20°C gelagert. 
3.2.4.5 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Bei der Polymerasekettenreaktion wird ein gewähltes DNA-Teilstück vervielfacht, so dass es 
nach Abschluss der Reaktion in hoher Konzentration vorliegt und detektiert werden kann. Im 
ersten Schritt wird die Matrizen-DNA durch thermische Denaturierung in einzelsträngige DNA 
überführt. An diese hybridisieren im folgenden Schritt die Oligonukleotid-Primer. Davon 
ausgehend synthetisiert die DNA-Polymerase im letzten Schritt die komplementären Stränge. 
Durch mehrfache Wiederholung dieses aus drei Schritten bestehenden Zyklus erfolgt eine 
exponentielle Amplifikation. 
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Für die PCR wurde Taq DNA-Polymerase (Qiagen bzw. Molzym) mit entsprechendem PCR-
Puffer benutzt. Beide PCR-Puffer enthalten in der Endkonzentration 1,5 mM MgCl2. Die 
Reaktionen wurden in 0,2 ml Reaktionsgefäßen wie folgt angesetzt (modifiziert nach 
HARTMANN et al. 2008): 
 
5 µl 10-fach PCR-Puffer 
2 µl cDNA aus reverser Transkription 
1 µl Nukleotidmischung (dNTP Mix, 10 mM) 
1,5 µl Primer DRY12 f2 
1,5 µl Primer DRY12 r2 
0,5 µl Taq DNA-Polymerase (5 U/µl) 
39,5 µl H2O dest. 
 
Die Reaktion wurde in einem Thermocycler mit beheizbarem Deckel nach folgendem 
Temperaturprogramm durchgeführt: 
(1) Initiale Denaturierung  5 min;  94°C 
(2) Denaturierung 30 s;  94°C    
(3) Annealing 30 s;  60°C       30 Zyklen 
(4) Elongation  1 min;  72°C 
(5) Finale Elongation  5 min; 72°C 
(6) Ende: bis zur Weiterbehandlung der PCR-Produkte   4°C 
Verwendete Primer (GenBank,Accession No. NM_001505): 
DRY12 f2: 5' TGGGACAGGTGAGCTCTCGGAGCACCAGCAGTACGTGATC 3' 
DRY12 r2: 5' ACATCCGCGAAACAGAAGCAGGCCTCGTCG 3' 
3.2.4.6 Agarosegel-Elektrophorese 
Mittels Agarosegel-Elektrophorese können DNA-Fragmente nach ihrer Länge aufgetrennt 
werden und danach mit großer Empfindlichkeit mit Ethidiumbromid nachgewiesen werden. Die 
erforderliche Agarosekonzentration wird in Abhängigkeit von der zu erwartenden Größe des 
gewünschten DNA-Fragments gewählt. Da kleinere Fragmente besser in der Lage sind, die 
netzartige Struktur des Agarosegels zu durchdringen, verwendet man für kleinere Fragmente ein 
Gel höherer Konzentration. So erhält man klar abgegrenzte Banden. Größere Fragmente 
erfordern ein Gel mit geringerer Agarosekonzentration um eine klare Trennung der Banden zu 
erreichen. 
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Für das Gießen der Gele wurde Agarose in der erforderlichen Konzentration (verwendeter 
Konzentrationsbereich 1-1,2%) in 0,5-fachem TAE-Puffer unter Rühren aufgekocht bis die 
Agarose vollständig gelöst war. Anschließend ließ man die Lösung auf ca. 50 - 60°C abkühlen. 
Ethidiumbromid wurde in einer Endkonzentration von 20 ng/ml zugesetzt und die Lösung in eine 
abgedichtete, horizontale Gelkammer mit Ladekamm gegossen. Das Gel konnte vor der 
Beladung mit DNA mindestens für 30 min erkalten und auspolymerisieren. 
Die aufzutrennenden DNA-Proben wurden mit der entsprechenden Menge 6-fachen 
Probenauftragspuffers (Blue/Orange Loading Dye; Promega, Madison, USA) versetzt und je 
10 µl der Mischung pro Geltasche aufgetragen. Unter Verwendung von 0,5-fachem TAE als 
Laufpuffer wurde die Gelelektrophorese bei 100 V und einer Laufzeit von 30 min durchgeführt. 
Die Detektion und Dokumentation des Gels erfolgt anschließend auf dem UV-Transilluminator 
mit Fotografier-Einheit. 
3.2.5 Proteinchemische Methoden 
Um Hinweise darauf zu erhalten, welche Signaltransduktionswege an den PARC-vermittelten 
Reaktionen der Zellen beteiligt sind, wurden Western Blots durchgeführt. Dabei werden 
Proteinextrakte stimulierter Zellen unter denaturierenden Bedingungen elektrophoretisch 
aufgetrennt. Die erhaltenen Proteinbanden werden auf eine Nitrozellulosemembran übertragen 
und stehen so für weitere Detektionsverfahren zur Verfügung. Mittels spezifischer Antikörper 
werden einzelne Proteinsubfraktionen markiert und durch sekundäre, enzymmarkierte 
Antikörper detektiert. In der Zelle existieren mehrere Signaltransduktionswege, an denen 
verschiedene Proteine beteiligt sind. Die Signalübertragung erfolgt über eine kaskadenartige 
Phosphorylierung dieser Proteine. Der Nachweis einer spezifischen phosphorylierten 
Proteinform weist daher auf die Beteiligung des entsprechenden Signaltransduktionswegs hin. 
Die Durchführung nachfolgenden Arbeitsschritte erfolgten in Anlehnung an BURGER, M. et al. 
(2005). 
3.2.5.1 Herstellung von Proteinextrakten für Western Blots 
Will man nachweisen welche Proteinkomponenten an der Signaltransduktion von PARC 
beteiligt sind, muss zunächst der Grundumsatz der Zellen, also die Proteinexpression im 
unstimulierten Zustand, so weit wie möglich gesenkt werden. Anschließend werden die Zellen 
sofort mit PARC stimuliert und die Reaktion nach einer definierten Zeit sofort wieder 
unterbrochen. So kann man davon ausgehen, dass die detektierte Phosphorylierung der Proteine 
nahezu ausschließlich auf die PARC-Stimulation zurückzuführen ist. 
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Zur Extraktion der Proteine wurden 2 x 106 Zellen für 3 h in 500 µl RPMI 1640-Medium ohne 
Serumzusatz in einem 15 ml Falcon-Röhrchen kultiviert. Anschließend wurden die Zellen in ein 
Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt, bei 37°C im Wärmeblock inkubiert und eine definierte 
Menge PARC zugegeben. Die Stimulation der Zellen wurde nach einer definierten Zeitspanne 
gestoppt, indem das Eppendorf-Reaktionsgefäß auf Eis überführt wurde und 2-3 min gekühlt 
wurde. Anschließend wurde die Zellsuspension bei 4°C und 800 x g 4 min zentrifugiert 
(3000 rpm bei Winkelrotor) und der Überstand entfernt. Zur Lyse der Zellen wurden 500 µl IP-
Puffer zugegeben, die Zellen 10 min auf Eis inkubiert und das Lysat bei 4°C und 16000 x g 
10 min zentrifugiert. Dabei sammelten sich die Zelltrümmer als Pellet am Boden des 
Reaktionsgefäßes. Der proteinhaltige Überstand wurde abgenommen und zur weiteren 
Verarbeitung in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 
IP-Puffer: 25 ml Lysis-Puffer (2-fach)  
100 µl Na4VO3 (0,1 M)  
160 µl PMSF (0,1 M)  
5 ml Triton X100 
1 Tabl. Proteasemix (Proteaseinhibitor) 
ddH2O ad 50 ml 
Lysis-Puffer (2-fach): 20 ml Tris-Puffer (1 M; pH 7,5) 
50 ml KCl (3 M) 
2 ml EDTA (0,5 M) 
ddH2O ad 500 ml 
3.2.5.2 Auftrennung von Proteinen durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) 
Die Proteinextrakte der stimulierten Zellen werden unter denaturierenden Bedingungen in 
diskontinuierlichen Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Polyacrylamid polymerisiert unter dem 
Einfluss von TEMED und Ammoniumperoxodisulfat (APS) zu einem Netzwerk, in dem kleinere 
Proteine leichter beweglich sind als große. Je nach Größe der aufzutrennenden Proteine können 
verschiedene Gelkonzentrationen (üblicherweise zwischen 10% und 15%) gewählt werden. Die 
Denaturierung der Proteine wird in der Regel durch Kochen des Proteinextraktes in SDS-
haltigen Puffern, meistens im sogenannten Laemmli-Puffer, erreicht. Durch das Kochen werden 
die Sekundär- und Tertiärstrukturen der Proteine aufgelöst. Durch Zusatz von Reduktionsmitteln 
wie Dithiothreitol (DTT) oder ß-Mercaptoethanol werden Disulfidbrücken gespalten. Das 
anionische Detergens SDS kann nun an die entfalteten Proteine binden. Dabei wird die 
Eigenladung der Proteine durch die Ladung des Detergens überdeckt. Die elektrophoretische 
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Mobilität vieler Proteine ist nun indirekt proportional zum Logarithmus ihrer Masse. Damit 
ergibt sich die Möglichkeit, die Proteine in der anschließenden SDS-PAGE nach ihrem 
Molekulargewicht aufzutrennen. Die Molekulargewichtsbestimmung erfolgt durch den 
Vergleich mit farblich markierten Standardproteinen mit bekanntem Molekulargewicht. 
Die Proteinextrakte wurden mit je 17 µl Laemmli-Puffer versetzt, gründlich gemischt und im 
Thermoblock bei 95°C 7 min gekocht. Anschließend wurden sie zum Abkühlen auf Eis gestellt. 
Vor dem Beladen der Geltaschen wurden die Reaktionsgefäße kurz anzentrifugiert, um eventuell 
am Deckel haftendes Kondensat zu entfernen.  




DTT (1 mM) 
Für die SDS-PAGE stand eine Mini-PROTEAN® 3 Elektrophoresekammer (Biorad, München, 
Deutschland) zur Verfügung. Aus zwei Glasplatten und zwei Abstandhaltern wurde eine 
Gelkassette zusammengesetzt, die senkrecht in den Gelgießstand eingesetzt wurde. Bei der 
Herstellung des Trenngels wurde als letzte Komponente das APS zugegeben und so die 
Polymerisation gestartet. Unmittelbar nach gleichmäßiger Durchmischung wurde der Ansatz in 
die Gelkassette gefüllt. Die Geloberfläche wurde mit ddH2O überschichtet um Sauerstoff 
auszuschließen und eine ebene Gelgrenze zu erzeugen. Nach Aushärten des Trenngels wurde das 
ddH2O mit einem Filterpapier abgesaugt. Das Sammelgel wurde luftblasenfrei auf das Trenngel 
gegossen und der Probenkamm hineingesetzt. Nach Abschluss der Polymerisation wurde das Gel 
in die Elektrophoresekammer eingebaut und die Kammer mit Tris-Glycin-SDS-Puffer gefüllt. 
Der Probenkamm wurde entfernt und die Geltaschen mit Tris-Glycin-SDS-Puffer gründlich 
ausgespült. Die Probentaschen wurden mit je 20 µl Proteinextrakt beschickt. Die Auftrennung 
der Proteine erfolgte bei 150 V. Die Laufzeit betrug 1-2 h, bis die kleinsten Proteine den unteren 
Rand der Gelkammer erreicht hatten, was einer maximalen Auftrennung der Probe entspricht. 
Zur Bestimmung des Molekulargewichts wurden parallel mit den Proben 13 µl einer 
vorgefärbten Eichproteinmischung (Prestained Protein Marker) elektrophoretisch aufgetrennt. 
Puffer A: 90 ml Tris-HCl (2 M) 
285 ml Tris-Base (2 M) 
10 ml SDS (20%-ig) 
115 ml H2O 
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Puffer B: 121 ml Tris-HCl (2 M) 
4 ml Tris-Base (2 M) 
10 ml SDS (20%-ig) 
365 ml H2O 
Sammelgel: 1,9 ml H2O 
600 µl Polyacrylamid 
2,5 ml Puffer B 
7,5 ml TEMED 
50 µl APS (10%-ig) 
Trenngel: 2,5 ml ddH2O 
2,5 ml Polyacrylamid 
5 ml Puffer A 
15 µl TEMED 
100 µl APS (10%-ig) 
Tris-Glycin-SDS-Puffer: 25 mM Tris 
192 mM Glycin 
0,1% (w/v) SDS 
3.2.5.3 Proteintransfer (Western Blot) 
Beim Western Blot werden die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteingemische aus dem 
Polyacrylamidgel über ein senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld eluiert und auf eine 
Membran aus Nitrocellulose transferiert ("Blotting"). Die Proteine werden durch hydrophobe 
Wechselwirkungen an die Nitrocellulosemembran gebunden. Dabei bleibt das Muster der 
elektrophoretischen Auftrennung erhalten. Bei diesem Vorgang wird das an den Proteinen 
angelagerte SDS ausgewaschen. Daher können die Proteine renaturieren und teilweise ihre 
Sekundär- und Tertiärstruktur wieder einnehmen. Die Proteine können dadurch von Antikörpern 
erkannt werden. 
Für den Transfer wurde ein Semidry-Blot-System (Trans-Blot® SD) verwendet. Das 
Acrylamidgel, die Nitrocellulosemembran und 2 Filterpapiere wurden zunächst einige Sekunden 
in Transferpuffer getränkt. Auf die Anodenseite der Transferkammer wurde eine Lage 
Filterpapier gelegt, die Nitrocellulosemembran und das Acrylamidgel luftblasenfrei darüber 
geschichtet und mit einer weiteren Lage Filterpapier bedeckt. Die Gelkammer wurde 
geschlossen und für 50 min eine Spannung von 12 V angelegt. 
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Transferpuffer: 14,1 g Glycin 
3,0 g Trizma-Base 
150 ml Methanol 
0,5 ml SDS (20%-ig) 
ddH2O ad 1000 ml 
3.2.5.4 Markierung und Detektion der Proteine 
Die Markierung der Proteine beruht auf einer spezifischen Antigen-Antikörper-Reaktion. 
Nachdem das Protein (Antigen) durch die Übertragung auf die Nitrocellulosemembran für den 
Antikörper zugänglich gemacht wurde, werden zunächst unspezifische Bindungsstellen 
blockiert. Anschließend wird das gewünschte Protein mittels eines Antikörpers markiert und 
über einen enzymkonjugierten Sekundärantikörper detektiert. Das Enzym katalysiert eine 
spezifische Umsetzung eines zugegebenen Substrats. Diese Umsetzung resultiert in einer Farb- 
oder Fluoreszenzreaktion, die zum Nachweis des Antigens genutzt wird. 
Alle Inkubationsschritte erfolgten soweit nicht anders aufgeführt bei RT auf einem Schüttler. Die 
Nitrocellulosemembran wurde zunächst 1 h mit Blocklösung inkubiert um unspezifische 
Bindungsstellen abzusättigen. Anschließend wurde die Membran kurz in Waschpuffer 
gewaschen, der Primärantikörper (anti-p44/42 bzw. anti-phospho-p44/42) in einer definierten 
Verdünnung (1:1000) zugegeben und die Membran über Nacht bei 4°C inkubiert. Am nächsten 
Morgen wurde die Membran dreimal je 5 min in Waschpuffer geschwenkt, um überschüssigen 
Primärantikörper zu entfernen. Der Sekundärantikörper (Anti-Kaninchen; Meerrettichperoxidase 
(horseradish peroxidase, HRP)-konjugiert; 1:10000) wurde zugegeben, die Membran 45 min 
inkubiert und anschließend dreimal je 10 min mit Waschpuffer gewaschen. 
Waschpuffer (Stocklsg.): 170 ml Tris pH 7,5 (1 M) 
340 ml NaCl (5 M) 
17 ml Tween 20 
Waschpuffer (Gebrauchslsg.): 53 ml Stocklösung 
ddH2O ad 1,7 l 
Blocklösung: Waschpuffer 
0,5% BSA 
Die Detektion der Proteine erfolgte mittels des "ECL® plus Western Blotting Detection Systems" 
(Amersham Biosciences, Buckinghamshire, England) über eine HRP-abhängige, chemische 
Reaktion. Die HRP oxidiert das im Substrat enthaltene Luminol. Dies führt zu einer Freisetzung 
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von Licht, die durch die Exposition der Membran auf einem Röntgenfilm nachgewiesen werden 
kann. 
Die im Kit enthaltenen Lösungen A und B wurden im Verhältnis 1:40 gemischt. 3 ml der 
Mischung wurden auf die Membran aufgetragen, 5 min inkubiert und die Membran anschließend 
in Frischhaltefolie verpackt. Die Belichtung der Röntgenfilme erfolgte in einer Filmkassette. Die 
Belichtungszeit betrug abhängig von der Intensität des erzeugten Signals eine bis 60 Sekunden. 
Anhand der Markerproteine, welche von der Nitrocellulosemembran auf den Röntgenfilm 
übertragen werden, konnte das Molekulargewicht der detektierten Banden bestimmt werden. 
3.2.6 Statistische Analyse 
Es wurden von jeder Methode pro Zelllinie bzw. Patient mindestens 2 Versuche durchgeführt. 
Bei den CLL-Zellen konnten allerdings nicht bei jeder Methode die gleiche Anzahl an Patienten 
herangezogen werden. Nähere Angaben finden sich bei den jeweiligen Ergebnissen. Die 
statistische Auswertung erfolgte mittels des gepaarten t-Tests. Die einzelnen Abbildungen im 
Ergebnisteil zeigen eins von mindestens 2 repräsentativen Experimenten. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Die Wirkung des Chemokins PARC auf B-Lymphozyten  
In dieser Arbeit sollte zunächst untersucht werden, ob PARC an B-Zellen von CLL-Patienten 
und B-Zelllinien eine spezifische Reaktion auslöst. Die Übermittlung des durch PARC 
ausgelösten Signals erfolgt in den Zellen über Signalkaskaden. An diesen Signalkaskaden sind 
viele verschiedene Komponenten beteiligt. Um die durch PARC ausgelöste Reaktion näher zu 
charakterisieren, wurden mehrere funktionelle Tests durchgeführt, welche einzelne 
Komponenten oder das Resultat dieser Signalkaskaden betrachten. 
4.1.1 Wirkung von PARC auf CLL-Zellen aus dem peripheren Blut 
4.1.1.1 Kalziummobilisation 
In verschiedenen Signalkaskaden ist der Anstieg des zytosolischen Ca2+-Spiegels eines der ersten 
Ereignisse. Der Nachweis der Kalziummobilisation ist für erste funktionelle Tests besonders 
geeignet, da mit Hilfe dieses Assays die Aktivierung mehrerer Signalkaskaden nachgewiesen 
werden kann. Für diesen Test wurden die Zellen mit PARC stimuliert. Es ist bekannt, dass nur 
ein bestimmter Konzentrationsbereich einen Kalziumeinstrom auslöst. Ist die Konzentration zu 
niedrig oder aber zu hoch, bleibt die Reaktion aus. Dieser Konzentrationsbereich ist für jeden 
Zell-Typ spezifisch. Daher wurden verschiedene PARC-Konzentrationen getestet. Als Kontrolle 
wurden jeweils die Zellen eines Ansatzes mit 100 ng/ml SDF-1 stimuliert, um die grundsätzliche 
Reaktionsfähigkeit der Zellen zu überprüfen. Die von SDF-1 induzierten funktionellen 
Antworten auf B-CLL-Zellen sind gut charakterisiert, so dass sich SDF-1 als Positivkontrolle gut 
eignet. Die Leerkontrolle zeigt die jeweilige Grundfluoreszenz der Zellen ohne Stimulation. Die 
Zellen der CLL-Patienten zeigten auf die Zugabe von PARC keinen Anstieg der intrazellulären 
Kalziumkonzentration. Die Reaktionsfähigkeit der Zellen war jedoch stets erhalten (Abb. 4.1). 
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Abb. 4.1: Wirkung von PARC auf den intrazellulären Kalziumeinstrom bei CLL-Zellen. Es wurden die 
Zellen von 10 verschiedenen Patienten getestet. Am Beispiel von 2 Patienten ist dargestellt, dass die 
Zugabe von 100 ng/ml PARC zum Zeitpunkt t=10 s in den Zellen der CLL-Patienten keine Erhöhung der 
relativen Fluoreszenz bewirkt und damit keinen Anstieg der intrazellulären Kalziumkonzentration auslöst. 
Die Positivkontrolle (SDF-1) zeigt, dass die Reaktionsfähigkeit der Zellen grundsätzlich vorhanden ist. 
Als Negativkontrolle sind unstimulierte Zellen (Leerkontrolle) dargestellt. 
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4.1.1.2 Aktinpolymerisation 
Die Aktinpolymerisation wird als Vorstufe der Chemotaxis betrachtet. Die Organisation des 
Zytoskeletts ist die grundlegende Voraussetzung für Bewegungen der Zellen. Erst durch die 
Polymerisation von globulärem zu filamentösem Aktin erlangen die Zellen die Fähigkeit 
zielgerichtet zu migrieren. Mit Hilfe dieses Versuchs wird also gezeigt, ob die Stimulation mit 
PARC die Zellen in die Lage versetzt, aktiv zu wandern. In diesem Versuch wurde zunächst die 
optimale PARC-Konzentration an Zellen verschiedener Patienten austitriert. Anschließend 
wurden die Zellen von 11 CLL-Patienten mit 10 µg/ml PARC stimuliert. Als Positivkontrolle 
wurde SDF-1 in einer Konzentration von 100 ng/ml eingesetzt. Um auszuschließen, dass die 
hohe PARC-Konzentration eine unspezifische Reaktion auslöst, wurden zusätzlich die Zellen je 
eines Ansatzes mit BSA in gleicher Konzentration stimuliert. Durch die Zugabe von 10 µg/ml 
BSA wurde keine Reaktion der Zellen ausgelöst. Die Zellen aller CLL-Patienten zeigten eine 
signifikante Reaktion auf die Stimulation mit 10 µg/ml PARC (Abb. 4.2, n=11, p=0,0001). Die 
Intensität der ausgelösten Aktinpolymerisation war jedoch unterschiedlich. Die Zellen von 7 
Patienten zeigten eine gleichbleibend starke Reaktion. Bei ihnen erhöhte sich die 
Fluoreszenzintensität um mehr als 30% (Abb. 4.3). Bei den Zellen von 4 Patienten stieg die 
Fluoreszenz um weniger als 30% an. (Abb. 4.4). 
 
Abb. 4.2: Spezifität der durch PARC in den CLL-Zellen ausgelösten Aktinpolymerisation. PARC löste in 
den Zellen der CLL-Patienten eine Aktinpolymerisation aus. Der Anstieg des F-Aktin-Gehaltes entspricht 
der Zunahme der relativen Fluoreszenz. Die Reaktion war signifikant (n=11, p=0,0001, gepaarter T-Test) 




Abb. 4.3: Wirkung von PARC auf das Zytoskelett der CLL-Zellen. Die Zellen von 7 CLL-Patienten 
reagierten auf die Stimulation mit 10 µg/ml PARC mit einer deutlichen Zunahme des F-Aktin-Gehaltes 
(=Zunahme der relativen Fluoreszenz). Als Positivkontrolle ist die Stimulation mit 100 ng/ml SDF-1 
gezeigt. Die Zugabe von 10 µg/ml BSA führt nicht zu einer Zunahme der Fluoreszenz. Die ausgelöste 
Aktinpolymerisation stellt daher eine spezifische Reaktion der Zellen auf PARC dar.  
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Abb. 4.4: Wirkung von PARC auf das Zytoskelett der CLL-Zellen. Die Zellen von 4 CLL-Patienten 
reagierten auf die Stimulation mit PARC in einer Konzentration von 10 µg/ml lediglich mit einer 
schwachen Zunahme des F-Aktin-Gehaltes (hier gemessen als Anstieg der relativen Fluoreszenz). Die 
Reaktionsfähigkeit der Zellen war jedoch erhalten, wie die Positivkontrolle (SDF-1) zeigt. 
4.1.1.3 Chemotaxis 
Chemotaxis ist die gerichtete Migration entlang eines Konzentrationsgradienten von 
Chemokinen, chemotaktisch wirkenden Zytokinen. Bei der Untersuchung des chemotaktischen 
Potentials von PARC wurde mit Hilfe eines Zwei-Kammer-Systems die Situation im 
Organismus nachgestellt. Durch Zugabe des Chemokins in die untere Kammer wurde ein 
Konzentrationsgradient erzeugt. Die beiden Kammern sind durch eine Polycarbonat-Membran 
getrennt. Zellen, welche sich bei Versuchsende in der unteren Kammer befinden, sind demnach 
aktiv in diesen Bereich eingewandert. Auch bei diesem Versuch wurde zunächst die optimale 
PARC-Konzentration an Zellen verschiedener Patienten bestimmt. PARC wurde schließlich 
auch in diesem Versuch in einer Konzentration von 10 µg/ml eingesetzt. Als Kontrollen dienten 
200 ng/ml SDF-1 sowie 10 µg/ml BSA. Für diesen Versuch konnten die Zellen von 10 
verschiedenen CLL-Patienten herangezogen werden. In einigen CLL-Zellproben konnten 
geringe chemotaktische Antworten nachgewiesen werden. Der Großteil der Ansätze zeigte 
jedoch keine Reaktion auf PARC. Daher wurde im Verlauf der Untersuchungen exemplarisch an 
7 Proben die Zusammensetzung der eingesetzten Zellpopulation mit der gewanderten 
Zellpopulation verglichen. Dabei war das Verhältnis von B- zu T-Zellen von besonderem 
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Interesse. Deshalb wurden die Zellen zusätzlich mit CD19-und CD3-Antikörpern markiert. Der 
CD19-Antikörper war mit dem roten Fluoreszenzfarbstoff Phycoerythrin (PE) markiert, an den 
CD3-Antikörper war grünfluoreszierendes Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) gebunden. Bei der 
anschließenden Auswertung konnten so die B-Zellen (CD3-, CD19+) aufgrund ihrer 
unterschiedlichen Fluoreszenzeigenschaften von den T-Zellen (CD3+, CD19-) getrennt werden. 
Die gewanderten Zellen konnten als T-Lymphozyten identifiziert werden. Bei den B-Zellen der 
verschiedenen CLL-Patienten löste PARC keine gerichtete Migration aus. 
Da LINDHOUT et al. (2001) gezeigt hatten, dass PARC auf naive, CD38- B-Zellen 
chemotaktisch wirkt, wurden die verwendeten CLL-Zellen zusätzlich auf ihren Reifegrad 
untersucht. Dazu wurde ihre Oberflächenexpression von CD38 und IgD mittels 
Antikörperfärbung am FACS gemessen. Zur Untersuchung konnten 23 Proben von 10 
verschiedenen Patienten herangezogen werden. Die Zellen wurden mit einem Anti-CD38-PE-
Antikörper bzw. einem Anti-IgD-FITC-Antikörper markiert und die Fluoreszenz im Vergleich 
zur Isotypkontrolle (Simultest) gemessen. Die Zellen der Patienten exprimierten die 
Oberflächenantigene CD38 und IgD unterschiedlich stark. Anhand ihrer Expressionsintensität 
wurden die Patienten in 3 Gruppen zusammengefasst. 40% der Zellen zeigten eine starke 
Expression von CD38 auf der Zelloberfläche (>60% positive Zellen, MFIR>4,0). 40% 
exprimierten CD38 mittelstark (20-60% positive Zellen, MFIR zwischen 1,5 und 4,0) und 20% 
zeigten keine CD38-Expression (<20% positive Zellen, MFIR<1,5). Auffällig war, dass bei den 
Zellproben von 2 Patienten die Anzahl der positiven Zellen nur gering war (<20%), der MFIR 
jedoch sehr hoch war (>4,0). Dies könnte darauf hinweisen, dass es sich bei den untersuchten 
Zellen um 2 unterschiedliche Zellpopulationen handelt. Die Population, welche den Hauptteil der 
Zellen ausmacht, exprimiert CD38 nicht oder nur schwach. Die andere Population exprimiert 
CD38 stark, hat aber nur einen geringen Anteil an der Gesamtpopulation. Auch das 
Oberflächenantigen IgD exprimierten die Zellen der Patienten unterschiedlich stark. 60% der 
Zellproben zeigten eine starke Expression (Einteilung wie oben beschrieben), 30% eine mittlere 
Expression und die Zellen von einem Patienten (=10%) wiesen keine Expression von IgD auf. 
Auffällig war, dass Zellen mit einer hohen CD38-Expression nicht unbedingt eine niedrige 
IgD-Expression zeigten und umgekehrt. Die Zellen der untersuchten Zellproben zeigten völlig 
unterschiedliche Expressionsmuster von CD38 und IgD. Bei keiner der untersuchten 
Patientenzellproben konnte jedoch durch PARC eine chemotaktische Reaktion ausgelöst werden. 
Auch Zellen von Patienten mit geringer CD38- und hoher IgD-Expression reagierten auf PARC 
nicht chemotaktisch. Es konnte daher keine Korrelation zwischen Reifegrad und 
Reaktionsfähigkeit auf PARC festgestellt werden. 
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4.1.2 Wirkung von PARC auf B-Zelllinien 
4.1.2.1 Kalziummobilisation 
Auch bei den B-Zell-Linien wurde PARC in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt. Die 
Zellen zeigten jedoch im Bereich von 1 ng/ml bis 10 µg/ml PARC ebenfalls keine Erhöhung des 
intrazellulären Kalziumspiegels. 
4.1.2.2 Aktinpolymerisation 
Der Aktinpolymerisationsassay wurde mit den Zell-Linien Nalm6, Raji, Ramos, Reh und 
KoADZ durchgeführt. Auch bei diesem Versuch wurden PARC-Lösungen mit Konzentrationen 
von 100 ng/ml bis 10 µg/ml eingesetzt. Keine der getesteten Zell-Linien reagierte auf die 
Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen PARC mit einer deutlichen und 
reproduzierbaren Polymerisation des globulären Aktins. Im Gegensatz zu den Zellen der CLL-
Patienten zeigten die B-Zell-Linien bei Zugabe von PARC keine Aktinpolymerisation. Die 
Reaktionsfähigkeit der Zellen war jedoch erhalten, da die jeweilige Positivkontrolle stets eine 
deutliche Reaktion hervorrief. 
4.1.2.3 Chemotaxis 
Das chemotaktische Potential von PARC wurde an den Zell-Linien BJAB, Nalm6, Raji, Ramos 
und Reh untersucht. Auch in diesem Versuch wurden verschiedene PARC-Konzentrationen im 
Bereich zwischen 100 ng/ml und 10 µg/ml getestet. Als Positivkontrolle wurden bei Nalm6 und 
Raji wie bei BAGGIOLINI (1998) beschrieben 10 ng/ml SDF-1 und bei Ramos und Reh 
100 ng/ml SDF-1 eingesetzt. Auch in diesem Versuch reagierten die Zellen der verschiedenen 
Zelllinien nicht auf die Stimulation mit PARC. Die Reaktionsfähigkeit der Zellen war jedoch 
stets erhalten. 
 
4.2 Untersuchung der beteiligten Signaltransduktionswege 
Die Untersuchung von Signaltransduktionswegen, welche an der Vermittlung spezifischer 
Reaktionen beteiligt sind, kann prinzipiell auf 2 verschiedene Arten erfolgen: Durch den Einsatz 
spezifischer Inhibitoren werden einzelne Komponenten der Signalkaskade blockiert und die 
Signaltransduktion gestoppt. Bei Versuchen, welche ohne Inhibitor positiv verlaufen, wird so die 
nachgewiesene Reaktion deutlich vermindert oder bleibt sogar vollständig aus. Diese Methode 
eignet sich sehr gut um einen ersten Überblick über die beteiligten Komponenten zu erhalten. 
Als zweite Möglichkeit können einzelne Proteinkomponenten gezielt betrachtet werden. Sind sie 
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an der Signalübermittlung beteiligt, werden sie im Zuge der Reaktion aktiviert. Dieser Zustand 
kann mittels Western-Blot dargestellt werden. Da PARC bei den B-Zell-Linien keine Reaktion 
auslöste, wurden im Folgenden nur die Zellen der CLL-Patienten untersucht. 
4.2.1 Einsatz von Inhibitoren 
Chemokinrezeptoren sind in der Regel G-Protein-gekoppelt. Die Beteiligung von Gαi-Proteinen 
an der Signalübertragung kann mit Hilfe des Toxins von Bordetella pertussis (Pertussistoxin, 
PTX) nachgewiesen werden. PTX blockiert selektiv die Gαi-Einheit der G-Proteine. Wird eine 
Reaktion über Gαi-Proteine vermittelt, kommt es nach Inkubation mit PTX zu einer deutlichen 
Verminderung der ausgelösten Reaktion. Die Hemmbarkeit der PARC-vermittelten Reaktion 
wurde im Aktinpolymerisationsassay an den Zellen von 10 verschiedenen CLL-Patienten 
untersucht. PTX wurde in einer Konzentration von 500 ng/ml eingesetzt. SDF-1 wurde als 
Positivkontrolle verwendet. Die durch SDF-1 am CXCR4 ausgelöste Reaktion ist ebenfalls 
G-Protein-gekoppelt. So konnte gleichzeitig die erhaltene Reaktionsfähigkeit der B-Zellen und 
die biologische Aktivität des PTX nachgewiesen werden. 
Die Reaktion der CLL-Zellen auf PARC konnte durch Einsatz von PTX signifikant gehemmt 
werden (Abb. 4.6). Die Intensität der erzielten Hemmung war jedoch bei den Patienten 
unterschiedlich. Bei den Zellen einiger Patienten sank der Maximalwert der gemessenen 
Fluoreszenz auf 50% bis nahezu 0% des Kontrollwertes ab (Abb. 4.5). Die Zellen anderer 
Patienten verringerten ihre Polymerisationsaktivität hingegen lediglich auf 80% des 
Ausgangswertes. 
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Abb. 4.5: Hemmung der durch PARC induzierten Aktinpolymerisation mittels Pertussis-Toxin. Die CLL-
Zellen wurden 30 min mit 500 ng/ml PTX inkubiert und danach mit 10 µg/ml PARC stimuliert. Die 
ausgelöste Aktinpolymerisation (gemessen als Zunahme der relativen Fluoreszenz) war deutlich geringer 
als die der Kontrollproben ohne PTX. Die Zellen einiger Patienten zeigten eine starke Verminderung der 
Polymerisierungsaktivität. Als Beispiel sind die Reaktionen der Zellen von 2 CLL-Patienten dargestellt.  
























PARC PARC + PTX
 
Abb. 4.6: Hemmung der durch PARC induzierten Aktinpolymerisation mittels Pertussis-Toxin. Nach 
Inkubation mit Pertussis-Toxin zeigten die CLL-Zellen im Vergleich zu den Kontrollproben ohne PTX 
eine signifikant geringere Aktinpolymerisation (=Zunahme der relativen Fluoreszenz) nach Stimulation 
mit PARC (n=10, p=0,0004). 
4.2.2 Nachweis beteiligter Signaltransduktionswege mittels Western Blot 
Die Wirkungen vieler CC-Chemokinrezeptoren werden über Signalkaskaden vermittelt, an 
denen die p44/42 MAP-Kinase (auch ERK-1/-2 genannt) beteiligt ist (THELEN 2001). Mittels 
Western Blot wurde daher untersucht, ob die p44/42 MAP-Kinase auch an der 
Signaltransduktion des putativen PARC-Rezeptors DRY12 beteiligt ist. Die Zellen von 
verschiedenen CLL-Patienten wurden dafür nach 3 h Serumstarvation für 0, 5, 10 oder 20 min 
mit 5 µg/ml PARC stimuliert. Die elektrophoretische Auftrennung der aus den Proben 
gewonnenen Proteinlysate erfolgte in 10%-igen SDS-Polyacrylamid-Gelen. Zur Detektion der 
phosphorylierten Form von p42/44 wurde ein spezifischer Antikörper verwendet. Als Kontrolle 
wurde ein zweiter Blot mit identischen Proben mit einem Antikörper inkubiert, welcher das 
gesamte p42/44 MAPK-Protein markiert.  
Die Stimulation mit 5 µg/ml PARC induzierte in den Zellen der CLL-Patienten eine deutliche 
Aktivierung der p42/44-MAP-Kinase (Abb. 4.7). 
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Abb. 4.7: Western Blot von Proteinlysaten der Zellen zweier CLL-Patienten, welche zuvor  mit 5 µg/ml 
PARC stimuliert wurden. Die Detektion der aktivierten (=phosphorylierten) Form der p44/42-MAP-
Kinase erfolgte mit einem spezifischen phospho-p44/42-Antikörper. Als Kontrolle diente ein p44/42-
Antikörper, der die Gesamtmenge der p44/42-MAP-Kinase detektiert. Die Stimulation mit PARC 
aktiviert in den Zellen der CLL-Patienten die p44/42-MAP-Kinase. 
4.3 Expression des putativen PARC-Rezeptors DRY12 
Die Expression des putativen PARC-Rezeptors wurde ebenfalls an CLL-Zellen und 
verschiedenen B-Zell-Linien untersucht. Die Expression von Rezeptoren kann auf 
transkriptioneller (=RNA-) Ebene, auf translationaler (=Protein-) Ebene oder auf 
posttranslationaler Ebene reguliert werden. Daher wurde die Expression des putativen PARC-
Rezeptors DRY12 sowohl auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR als auch auf Protein-Ebene mittels 
Antikörperfärbung untersucht. Bei der Antikörperfärbung mittels Durchflusszytometrie konnte 
zusätzlich zwischen intrazellulärer Expression und Oberflächenexpression unterschieden 
werden.  
4.3.1 Rezeptorexpression bei B-Zellen aus dem peripheren Blut von CLL-Patienten 
4.3.1.1 Expression des DRY12-Proteins auf B-CLL-Zellen 
Die Expression des DRY12-Proteins auf der Zelloberfläche und im Innern der Zellen konnte 
mittels Antikörperfärbung nachgewiesen werden. Ein polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen 
DRY12 wurde freundlicherweise von I. Schraufstätter (San Diego, USA) zur Verfügung gestellt. 
Als Sekundärantikörper diente ein Anti-Kaninchen-Antikörper, welcher mit dem grünen 
Fluoreszenzfarbstoff FITC markiert war. Im Verlauf der Untersuchungen wurde exemplarisch an 
5 Proben gezeigt, dass es sich bei den DRY12-exprimierenden Zellen tatsächlich um die 
B-Lymphozyten handelt und nicht um die im Isolat noch in geringem Maße vorhandenen 
T-Zellen. Die B-Zellen können aufgrund ihrer CD19-Expression von den anderen im Isolat 
vorhandenen Zellen unterschieden werden. Die Zellen wurden daher zusätzlich mit einem 
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CD19-Antikörper inkubiert. Dieser Antikörper war mit Phycoerythrin (PE) markiert und damit 
rotfluoreszierend. Bei der anschließenden Auswertung konnten so die B-Zellen aufgrund ihrer 
Rotfluoreszenz getrennt von den CD19- Zellen betrachtet werden (Abb. 4.8). 
 
Abb. 4.8: CD19-Antikörperfärbung zur Unterscheidung zwischen CD19+ B-Lymphozyten und CD19- 
T-Zellen. Für diese Messung wurden die CLL Zellen der Patienten mit einem CD19-Antikörper markiert 
und anschließend mit dem DRY12-Antikörper gefärbt. Das Diagramm zeigt zwei deutlich getrennte 
Populationen: die CD19+ B-Lymphozyten (obere Quadranten) und die CD19- T-Zellen (untere 
Quadranten). Die CD19+ B-Zellen zeigen im Vergleich zur Isotypkontrolle (graue Population im oberen 
linken Quadranten) eine deutliche DRY12-Expression (schwarze Population im oberen rechten 
Quadranten), die wenigen CD19- Zellen sind größtenteils T-Lymphozyten. Sie exprimieren den Rezeptor 
nicht. 
Da die CD19- Zellen keine DRY12-Expression aufwiesen, wurde bei den folgenden Versuchen 
auf diese zusätzliche Markierung der Zellen verzichtet. 
Die Expression von DRY12 auf der Zelloberfläche wurde anhand von 40 Zellproben von 
insgesamt 21 verschiedenen Patienten untersucht. Die Zellen der untersuchten Proben 
exprimierten den Rezeptor unterschiedlich stark. Anhand ihrer Expressionsintensität wurden die 
Proben in 3 Gruppen zusammengefasst. 20% der Proben wiesen eine sehr starke 
Oberflächenexpression von DRY12 auf (>60% positive Zellen, MFIR>4,0; Abb. 4.9-A). 32,5% 
der Proben exprimierten den Rezeptor nicht (<20% positive Zellen, MFIR<1,5; Abb. 4.9-C). Die 
übrigen 47,5% der Proben zeigten eine mittlere Expressionsintensität mit 20 bis 60% positiven 
Zellen und einem MFIR zwischen 1,5 und 4 (Abb. 4.9-B)  
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Abb. 4.9: Oberflächenexpression des DRY12-Proteins auf CLL-Zellen. Als Beispiel sind die Zellen von 7 
verschiedenen CLL-Patienten dargestellt. Die Histogramme zeigen die relative Fluoreszenzintensität 
(entspricht der Intensität der DRY12-Expression) der mit anti-DRY12 gefärbten Zellen im Vergleich zur 
entsprechenden Isotypkontrolle. Zusätzlich sind der Anteil der positiven Zellen und die MFIR (mean 
flourescence intensity ratio) angegeben. Die Zellen der CLL-Patienten exprimieren auf ihrer Oberfläche 
das DRY12-Protein unterschiedlich stark: A: starke Expression, B: mittlere Expression, C: schwache 
bzw. keine Expression. 
Untersuchungen zur intrazellulären Expression von DRY12 wurden bei 11 Proben von 11 
Patienten durchgeführt. Nahezu alle Patienten exprimierten den Rezeptor im Zellinneren sehr 
stark (>80% positive Zellen, MFIR>4; Abb. 4.10-A). Lediglich ein Patient zeigte mit 27% 
positiven Zellen und einem MFIR von 1,19 nur eine schwache Expression (Abb. 4.10-B). 
Ergebnisse  63 
 
 
Abb. 4.10: Nachweis der intrazellulären Expression des DRY12-Proteins bei 4 verschiedenen Patienten. 
Die Zellen wurden zunächst mit 0,1%-iger Saponinlösung permeabilisiert und danach mit einem DRY12-
Antikörper markiert. Die Expression des putativen Rezeptors DRY12 (schwarze Kurve) ist im Vergleich 
zur intrazellulären Isotypkontrolle (graue Kurve) angegeben. Die Zellen der CLL-Patienten exprimieren 
DRY12 auch intrazellulär unterschiedlich stark: A: die meisten Patienten exprimieren DRY12 
intrazellulär stark, B: ein Patient zeigte nur ein schwache intrazelluläre DRY12-Expression. 
4.3.1.2 Expression von DRY12-mRNA in B-CLL-Zellen 
Die transkribierte mRNA wird nicht in jedem Fall als Protein exprimiert. Deshalb wurde das 
Vorkommen von DRY12-mRNA mittels RT-PCR untersucht. Es wurden 42 Proben von 18 
verschiedenen Patienten untersucht. Für die bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurde von 
jeder Probe ein Ansatz zur GAPDH-Expression mitgeführt. Die CLL-Proben wurden vor 
Isolation der RNA nicht in B- und T-Zellen aufgetrennt. Sie enthielten demnach etwa 5% 
T-Zellen. Auch auf mRNA-Ebene zeigten die Zellen der CLL-Patienten große Unterschiede in 
der Expression von DRY12. 28,5% der untersuchten Proben exprimierten DRY12-mRNA. In 
den Zellen der übrigen 71,5% konnte keine mRNA des Rezeptors nachgewiesen werden (Abb. 
4.11). Die untersuchten Proben stimmten jedoch nicht vollständig mit den Proben überein, 
welche mittels Antikörperfärbung untersucht wurden. Zum Vergleich der Rezeptorexpression 
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auf Protein- und mRNA-Ebene konnten 22 Proben von 17 verschiedenen Patienten 
herangezogen werden. Diese wurden sowohl mittels Antikörperfärbung als auch mittels RT-PCR 
untersucht. In der Antikörperfärbung konnte bei 4,5% der Proben eine sehr starke Expression des 
Rezeptors auf der Zelloberfläche nachgewiesen werden (>60% positive Zellen). 50% der 
untersuchten Proben zeigten eine Expression auf 20 – 60% der Zellen und 45,5% der Proben 
exprimierten das Protein auf der Zelloberfläche nicht (<20% positive Zellen). Betrachtet man die 
mean fluorescence intensity ratio (MFIR) erhält man ähnliche Ergebnisse: 45,5% der Proben 
zeigten eine MFIR zwischen 1,5 und 4. Die restlichen 54,5% wiesen eine MFIR von <1,5 auf. 
Zusammengenommen exprimierten demnach 50,0% der Zellen der verschiedenen Proben den 
Rezeptor auf ihrer Zelloberfläche. Untersuchte man diese Proben mittels RT-PCR hinsichtlich 
ihrer DRY12-mRNA-Expression erhielt man folgende Ergebnisse: 40,9% der Proben 
exprimierten die gesuchte mRNA. Bei 59,1% der Proben konnte keine entsprechende Bande 
nachgewiesen werden. 
 
Abb. 4.11: RT-PCR zur Darstellung der Expression von DRY12-mRNA in den CLL-Zellen von 6 
verschiedenen Patienten. Als Positivkontrolle ist die GAPDH-Expression dargestellt. In den  Zellen der 
verschiedenen CLL-Patienten variiert die Transkription des DRY12-Gens stark. CLL2, CLL6 und CLL15 
exprimieren DRY12-mRNA. CLL9, CLL24 und CLL26 produzierten zum Zeitpunkt der RNA-Isolation 
keine mRNA des Rezeptors. 
4.3.1.3 Nachweis der Lokalisation des Rezeptors mittels Immunfluoreszenzcytologie 
Mittels Immunfluoreszenzcytologie konnte die Expression des Rezeptors auf der Zelloberfläche 
dargestellt werden. Dafür wurde der Zellkern mit dem blauen Farbstoff DAPI und die 
Zellmembran mit Hilfe des roten Fluoreszenzfarbstoffs DiI markiert. Der putative PARC-
Rezeptor DRY12 wurde mit dem bereits in der Antikörperfärbung am FACS angewandten 
Antikörper markiert und mit Hilfe eines FITC-markierten Sekundärantikörpers detektiert. Die 
Rezeptorstruktur wies danach eine grüne Fluoreszenzfärbung auf. Vergleicht man die 
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Färbemuster der einzelnen Farbkanäle miteinander, wird deutlich, dass sich die Grünfluoreszenz 
des Rezeptors mit der roten Färbung der Zellmembran deckt (Abb. 4.12). 
 
Abb. 4.12: Immuncytochemische Färbung einer CLL-Zelle: Der putative PARC-Rezeptor DRY12 wurde 
mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC markiert und erscheint daher grün. Die Zellmembran wurde mittels 
DiI rot eingefärbt. Der Zellkern erscheint aufgrund der Markierung mit DAPI blau. Vergleicht man die 
Färbungen, wird ersichtlich, dass die Verteilungsmuster von roter und grüner Färbung identisch sind. Der 
putative PARC-Rezeptor DRY12 wird demnach auf der Zelloberfläche exprimiert. 
4.3.2 Rezeptorexpression bei B-Zell-Linien 
Als standardisiertes Versuchsmaterial standen verschiedene immortalisierte B-Zell-Linien zur 
Verfügung. Sie unterscheiden sich hinsichtlich Herkunft und Reifungsgrad der Zellen. Die 
B-Zell-Linien BJAB, Daudi, Raji und Ramos sind reife B-Zellen eines Burkitt-Lymphoms. Bei 
Nalm6 handelt es sich um akute lymphoblastische Leukämie-Zellen, also B-Lymphozyten-
Vorläuferzellen. Reh entstammen einer akuten lymphatischen Leukämie 
(pro-B-Vorläuferzellen). KoADZ sind B-Zellen eines gesunden Spenders, welche mittels EBV-
Infektion (Eppstein-Barr-Virus) immortalisiert wurden. 
4.3.2.1 Expression des DRY12-Proteins auf B-Zelllinien 
Die meisten der untersuchten B-Zell-Linien exprimierten DRY12 auf der Oberfläche. Sie wiesen 
jedoch unterschiedlich starke Expressionsintensitäten von DRY12 auf. Als Ergebnisse sind 
Mittelwerte aus mindestens zwei Versuchen aufgeführt. Die Zell-Linien BJAB, Raji und Ramos 
exprimierten DRY12 stärker als die Zell-Linien Daudi, Nalm6 und Reh (Abb. 4.13) Die beiden 
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Burkitt-Lymphom-Linien Raji und Ramos zeigten mit 60,1% bzw. 73,2% positiver Zellen und 
einem MFIR von 3,64 bzw. 2,75 die stärkste Expression. Auch BJAB exprimierten den Rezeptor 
stark (66,3% positive Zellen, MFIR 3,05, Abb. 4.13-A). Eine mittlere Expression zeigten Daudi, 
Nalm6 und Reh. Die dritte untersuchte Burkitt-Lymphom-Linie Daudi wies 54,6% positive 
Zellen und eine MFIR von 1,95 auf. Von den Nalm6-Zellen exprimierten 49,7% den Rezeptor 
auf der Oberfläche (MFIR 2,48). 50,1% der Zellen der akuten lymphatischen Leukämie Zell-
Linie Reh zeigten eine DRY12-Expression. Der MFIR betrug hier 1,93 (Abb. 4.13-B). Die 
KoADZ-Zellen zeigten auf ihrer Oberfläche keine DRY12-Expression (19,1% positive Zellen, 
MFIR 1,35, ohne Abb.). 
 
Abb. 4.13: Antikörperfärbung zum Nachweis der Oberflächenexpression des DRY12-Proteins bei 
verschiedenen B-Zell-Linien. Die Zellen der Zell-Linien BJAB, Daudi, Nalm6, Raji, Ramos und Reh 
wurden mit DRY12-Antikörper gefärbt (schwarze Kurve). Als Isotypkontrolle wurde polyklonaler IgG-
Antikörper verwendet (graue Kurve). Es ist ein Versuch aus mindestens zwei durchgeführten Versuchen 
dargestellt. Die Expression des putativen Rezeptors DRY12 auf der Zelloberfläche der verschiedenen 
B-Zell-Linien ist unterschiedlich stark A: BJAB, Raji und Ramos exprimieren den Rezeptor stärker, B: 
Bei Daudi, Nalm6, Reh ist die Expression schwächer ausgeprägt. 
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4.3.2.2 Expression von DRY12-mRNA in B-Zelllinien 
Auch auf Ebene der mRNA weisen die verschiedenen B-Zell-Linien unterschiedlich starke 
Expressionsintensitäten von DRY12 auf. Besonders Nalm6 aber auch Ramos und KoADZ 
exprimieren den Rezeptor sehr stark. BJAB, Daudi und Reh exprimieren ebenfalls DRY12-
mRNA. Die B-Zell-Linie Raji exprimiert keine mRNA des Rezeptors (Abb. 4.14). 
 
Abb. 4.14: RT-PCR: Expression von DRY12-mRNA in verschiedenen B-Zell-Linien. Als 
Negativkontrolle wurde stets ein Ansatz ohne Zugabe von Reverser Transkriptase mitgeführt (noRT). Die 
negative H2O-Kontrolle beweist, dass es sich um zellspezifische Signale handelt und diese nicht durch 
Verunreinigungen der Kit-Komponenten verursacht werden. BJAB, Daudi, KoADZ, Nalm6, Ramos und 
Reh exprimieren DRY12-mRNA, die Zellen der Linie Raji zeigen keine Expression. 
4.3.3 Immunhistologische Darstellung des DRY12-Proteins 
Um die Expression von DRY12 in situ darzustellen wurden an histologischen Schnitten ebenfalls 
Antikörperfärbungen durchgeführt. Dabei wurden Lymphknoten von gesunden Spendern (Abb. 
4.15-A+B) mit solchen von CLL-Patienten (Abb. 4.15-C-F) verglichen. 
4.3.3.1 Expression in Lymphknoten gesunder Spender 
In den Lymphknoten gesunder Spender zeigen die Lymphozyten im Vergleich zur 
Isotypkontrolle (Abb. 4.15-A) eine deutliche DRY12-Expression. Innerhalb der einzelnen Zelle 
scheint der Rezeptor besonders im Zellkern vorzukommen. Die Makrophagen exprimieren 
hingegen kein DRY12 (Abb. 4.15-B). 
4.3.3.2 Expression in Lymphknoten von CLL-Patienten 
In den histologischen Schnitten der Lymphknoten von CLL-Patienten exprimieren nahezu alle 
Zellen DRY12 (Abb. 4.15-D). Die Expression ist stärker als in Lymphknoten gesunder 
Individuen. In den Proliferationszentren exprimieren weniger Zellen DRY12 als in den übrigen 
Arealen der Lymphknoten (Abb. 4.15-E+F). 
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Abb. 4.15: Expression von DRY12 im Lymphknoten eines gesunden Spenders (A,B) und in 
Lymphknoten von CLL-Patienten (C-F). Nach Inkubation der Schnitte mit dem DRY12-Antikörper in 
einer Konzentration von 1:2000 und Detektion mittels Streptavidin-Biotin-Methode konnte die 
Expression des DRY12-Proteins anhand der roten Färbung nachgewiesen werden. Im Lymphknoten des 
gesunden Spenders zeigen die Lymphozyten eine deutliche Expression des DRY12-Rezeptors. 
Makrophagen exprimieren kein DRY12 (B). Bild A zeigt die Isotypkontrolle. Auch die Lymphozyten im 
Lymphknoten eines CLL-Patienten exprimieren das Rezeptor-Protein stark (D). Im Bereich der 
Proliferationszentren tragen jedoch nur wenige Zellen den Rezeptor (E, F). Bild C zeigt die 
Isotypkontrolle. 




PARC (=CCL18) ist ein ausschließlich in Primaten nachgewiesenes (HIESHIMA et al. 1997; 
GUAN et al. 1999; ZOU et al. 2002), bisher nur wenig charakterisiertes, im Organismus jedoch 
weit verbreitetes Chemokin, für das bisher noch kein Rezeptor beschrieben wurde. Es zieht 
Lymphozyten chemotaktisch an (HIESHIMA et al. 1997). Die Wirkung von PARC wurde bisher 
vor allem an T-Lymphozyten nachgewiesen (ADEMA et al. 1997; KODELJA et al. 1998; 
GUAN et al. 1999; TASAKI et al. 1999; SCHUTYSER et al. 2002; BRUNA-ROMERO et al. 
2003; GUNTHER et al. 2005). Aber auch B-Lymphozyten (LINDHOUT et al. 2001) und unreife 
Dendritische Zellen (VULCANO et al. 2003) reagieren auf PARC mit zielgerichteter Migration. 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von PARC auf B-Lymphozyten untersucht. Dabei 
wurden B-Zellen von CLL-Patienten sowie mehrere B-Zell-Linien untersucht. In funktionellen 
Assays (Kalziummobilisation, Aktinpolymerisation und Chemotaxis) wurde die Wirkung von 
PARC auf diese Zellen charakterisiert. Untersuchungen zu beteiligten Signalkaskaden wurden 
durch Einsatz von spezifischen Inhibitoren und mittels Western Blot durchgeführt. PARC löst 
bei den B-Zellen der CLL-Patienten die Polymerisation von Aktin aus. Es induziert jedoch keine 
signifikante gerichtete Migration der Zellen. Die beteiligte Signalkaskade wird über ein 
Pertussis-Toxin-sensitives Gαi-Protein vermittelt und beinhaltet die Phosphorylierung der 
p42/44-MAP-Kinase. Ein intrazellulärer Einstrom von Kalzium spielt bei der Wirkungs-
vermittlung von PARC keine Rolle. 
Weiterhin wurde das Vorkommen des putativen PARC-Rezeptors DRY12 bei den verschiedenen 
B-Lymphozyten mittels Antikörperfärbung und RT-PCR sowohl auf Protein- als auch auf 
mRNA-Ebene nachgewiesen. Sowohl die Expression der mRNA als auch des Rezeptorproteins 
scheint durch multiple Faktoren reguliert zu sein. Der DRY12 ist demnach kein konstitutiv 
exprimierter Rezeptor. Durch Immunfluoreszenzzytologie konnte die Lokalisation des 
Rezeptormoleküls auf der Zelloberfläche gezeigt werden. 
 
5.1 Reaktion der B-Lymphozyten auf Stimulation mit PARC 
In der Literatur finden sich bis heute nur wenige Studien zur Wirkung von PARC auf 
B-Lymphozyten (LINDHOUT et al. 2001; BRUNA-ROMERO et al. 2003). 
5.1.1 B-Zellen der CLL-Patienten 
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass PARC keine zielgerichtete Wanderung der 
CLL-Zellen induziert. Im Gegensatz zu unseren Untersuchungen konnten LINDHOUT et al. 
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2001) zeigen, dass PARC B-Lymphozyten chemotaktisch anzieht. Dabei wirkt es besonders auf 
naive, CD38- B-Zellen aus der Mantelzone der Keimzentren der Lymphknoten. Die CLL-Zellen 
unterscheiden sich demnach in ihrer Reaktionsfähigkeit von dieser physiologisch vorkommenden 
B-Lymphozyten-Fraktion. Möglicherweise fehlen ihnen zusätzliche Rezeptoren oder andere 
Oberflächenmoleküle, welche für die Vermittlung der chemotaktischen Wirkung nötig sind. Da 
CLL-Zellen kaum kostimulatorische und MHC-Moleküle exprimieren (DAMESHEK 1967; 
CALIGARIS-CAPPIO 1996; LAGNEAUX et al. 1998), liegt diese Vermutung nahe. Eine 
weitere mögliche Erklärung für die fehlende Fähigkeit zur gerichteten Migration wäre ein 
fehlender Aktivierungszustand oder Reifegrad der Zellen. CLL-Zellen erscheinen zwar 
typischerweise reif, sind jedoch immunologisch inkompetent (DAMESHEK 1967; CALIGARIS-
CAPPIO 1996; LAGNEAUX et al. 1998). Die immunologische Kompetenz könnte eine 
Voraussetzung für eine chemotaktische Bewegung hin zu PARC sein. Um dieser Annahme 
nachzugehen, wurden die Zellen der CLL-Patienten zusätzlich auf ihre CD38-Expression sowie 
das Vorkommen von IgD auf der Zelloberfläche untersucht und die Expressionsintensitäten mit 
den Ergebnissen der funktionellen Tests und der Expressionsstudien des DRY12-Rezeptors 
verglichen. CD38 kommt als Oberflächenantigen auf Pro- und Prä-B-Zellen vor. Es 
kennzeichnet die frühen antigenunabhängigen Entwicklungsstadien der B-Zellen, welche sich in 
den Keimzentren von sekundären lymphatischen Organen finden (KIM et al. 1995; DUBOIS et 
al. 2001). IgD ist ein Marker für reife B-Zellen (KIM et al. 1995; DUBOIS et al. 2001). Diese 
reifen B-Zellen werden als naive B-Zellen bezeichnet bis sie ihr spezifisches Antigen getroffen 
haben. Sie kreisen durch die peripheren lymphatischen Gewebe, wo sie auf das entsprechende 
Fremdantigen stoßen und dadurch aktiviert werden können. Die sogenannten B-Gedächtniszellen 
exprimieren weder IgD noch CD38 (KIM et al. 1995; DUBOIS et al. 2001). Die Zellen der 
CLL-Patienten exprimierten CD38 und IgD unterschiedlich stark. Eine Korrelation zur 
Expressionsintensität des DRY12 oder zur Intensität der durch PARC ausgelösten Reaktion 
konnte jedoch nicht festgestellt werden. 
Möglicherweise ist auch ein Zusammenspiel mehrerer Faktoren nötig, um eine gerichtete 
Migration der CLL-Zellen auszulösen. PAOLETTI et al. zeigten 2005, dass synergistische 
Effekte zwischen verschiedenen Chemokinen existieren und dass auch Chemokine, die einen 
bestimmten Rezeptor nicht aktivieren, in der Lage sind, die durch ein anderes Chemokin an 
diesem Rezeptor ausgelöste Chemotaxis zu verstärken. Auch PARC zeigte in den 
Untersuchungen von PAOLETTI et al. (2005) diese Eigenschaft, in dem es die Migration von 
reifen dendritischen Zellen und von B-Lymphozyten hin zu SLC (secondary lymphoid tissue 
chemokine) verstärkte. Dieser synergistische Effekt konnte in einigen Fällen auch reziprok 
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beobachtet werden: Die Reaktionen von Zellen, welche einen Rezeptor für den Synergisten der 
anderen Zellart besitzen, konnten durch den Agonisten der anderen Zellart verstärkt werden. Es 
wäre demnach möglich, dass PARC an den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Zellen kein 
chemotaktisches Potential besitzt, sondern als Triggersubstanz wirkt. D.h. PARC allein ist nicht 
in der Lage, eine gerichtete Migration auszulösen, verstärkt jedoch im Zusammenspiel mit 
anderen Faktoren die Migration der Zellen. 
Die Stimulation der CLL-Zellen mit PARC bewirkte jedoch die Polymerisation von 
Aktinfilamenten in den Zellen. Die Zellen der CLL-Patienten besitzen demnach einen 
entsprechenden Rezeptor für PARC. Dies spricht gegen eine reine Trigger-Funktion von PARC. 
Auffällig war jedoch, dass diese Reaktion erst durch eine relativ hohe PARC-Konzentration 
(10 µg/ml) ausgelöst werden konnte. Andere Studien berichten von notwendigen 
Konzentrationen zwischen 0,1 und 1000 ng/ml um eine biologische Reaktion hervorzurufen 
(SCHUTYSER et al. 2005). Eine unspezifische Reaktion konnte jedoch durch Versuche mit der 
gleichen Menge BSA ausgeschlossen werden. Es muss sich daher um eine spezifisch durch 
PARC ausgelöste Reaktion handeln. Solche hohen Konzentrationen von Chemokinen kommen 
jedoch im Organismus nur selten vor. Das Blutplasma gesunder Spender enthält durchschnittlich 
22,6 ng/ml (STRUYF et al. 2003). Relativ hohe Konzentrationen von PARC findet man z.B. in 
der Aszitesflüssigkeit von Patientinnen mit Ovarialtumoren. Hier produzieren tumorassoziierte 
Makrophagen große Mengen PARC. Die durchschnittliche Konzentration beträgt jedoch 
lediglich 120 ng/ml (SCHUTYSER et al. 2002) und ist damit etwa hundertmal geringer als die in 
den Versuchen eingesetzte Chemokinmenge. VAN DER VOORT et al. fanden 2005 in der 
Synovia von Patienten, die an rheumatoider Arthritis litten durchschnittlich 254 ng/ml PARC. 
Auch bei Magenkarzinomen wurden hohe PARC-Spiegel im tumorös veränderten Gewebe 
nachgewiesen. LEUNG et al. zeigten 2004, dass bei dieser Krebserkrankung hohe PARC-
Spiegel mit höheren Überlebensraten korrelieren. Dies deutet auf eine mögliche Rolle von PARC 
als Immunmodulator bei Tumorerkrankungen hin. Da PARC in der Lage ist, sowohl CD4+ als 
auch CD8+ T-Zellen anzuziehen (GUAN et al. 1999), könnte es sowohl an der humoralen als 
auch an der zellvermittelten Immunität beteiligt sein. Welche Rolle dieses Chemokin im Rahmen 
von Krebserkrankungen tatsächlich spielt, ist jedoch noch größtenteils unbekannt (LEUNG et al. 
2004). Auf der Grundlage der Arbeit von PAOLETTI et al. (2005) ist es durchaus denkbar, dass 
durch die Anwesenheit anderer Botenstoffe oder Faktoren auch hier die PARC-Menge, welche 
zur Auslösung der Aktinpolymerisation nötig ist, reduziert werden kann. PAOLETTI et al. 
(2005) konnten weiterhin zeigen, dass eine bestimmte Konzentration an Synergist notwendig ist, 
um eine Reaktion auszulösen. Die in den Untersuchungen benötigten Konzentrationen lagen 
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zwischen 100 nM und 1 µM. Es ist jedoch nicht nötig, dass ein Synergist in dieser Konzentration 
vorliegt. Vielmehr reicht auch das Vorkommen mehrerer Synergisten in niedriger Konzentration 
zur Auslösung der Reaktion aus. Durch Zugabe der Synergisten konnte die zur Auslösung der 
Migration benötigte Agonistenmenge auf 1/10 bis 1/100 der bei alleinigem Vorliegen 
notwendigen Menge reduziert werden. Bei geeigneter Kombination mit anderen Chemokinen 
könnten demnach auch die im Organismus vorkommenden niedrigen PARC-Konzentrationen 
eine Reaktion der Zellen auslösen. Um dies zu zeigen, sind weitere Untersuchungen notwendig. 
Weiterhin wäre denkbar, dass es sich bei PARC nicht um ein Chemokin im klassischen Sinne 
handelt, dass PARC also keine bzw. nicht hauptsächlich Chemotaxis auslöst, sondern andere 
Reaktionen der Zellen induziert. Es wurde bereits gezeigt, dass manche Chemokine das 
Verhalten von hämatopoetischen Stamm- und Vorläuferzellen beeinflussen. So steuert z.B. 
SDF-1 die Proliferation, die Extravasation und das Verbleiben der hämatopoetischen Stamm- 
und Vorläuferzellen im Knochenmark (LAPIDOT und PETIT 2002; LATAILLADE et al. 2002). 
WIMMER et al. gelang es 2006 zu zeigen, dass PARC bei reifen Monozyten die Expression 
verschiedener Faktoren wie SCF (stem cell factor), IL-15 und IL-6 induziert. Diese Faktoren 
stimulieren in vitro wiederum die Proliferation von hämatopoetischen Vorläuferzellen 
(ANDREWS et al. 1991; OLOFSSON 1991; HEYWORTH et al. 1992; PIERELLI et al. 1999; 
NEELY et al. 2001). PARC führt durch seine Wirkung auf Monozyten also indirekt zu einer 
Stimulation der Hämatopoese. Weiterhin wird unter Einfluss von PARC die Bildung 
proapoptotischer Faktoren wie Caspase-8 vermindert und so die Überlebensrate der Zellen 
erhöht (WIMMER et al. 2006). Dieser Effekt wurde auch schon bei anderen Chemokinen z.B. 
SDF-1 (KORTESIDIS et al. 2005) und MCP-1 (EUGENIN et al. 2003) nachgewiesen. 
Die bei den CLL-Zellen durch PARC ausgelöste Aktinpolymerisation ließ sich durch den 
Einsatz von Pertussis-Toxin signifikant hemmen. Dies ist ein Hinweis dafür, dass diese Reaktion 
über einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor vermittelt wird, welcher eine Gαi-Untereinheit 
enthält. Die Intensität der erzielten Hemmung lag jedoch patientenabhängig zwischen 20% und 
nahezu 100%. Die unterschiedliche Hemmungsintensität könnte ein weiterer Hinweis darauf 
sein, dass PARC seine Wirkung nicht ausschließlich über einen klassischen G-Protein-
gekoppelten Chemokinrezeptor vermittelt, sondern dass auch ein anderer oder weitere andere 
Rezeptoren und/oder Signaltransduktionswege eine Rolle spielen, deren Wirkung sich nicht 
durch Pertussis-Toxin hemmen lässt. Die Aktivierung Pertussis-Toxin-unabhängiger 
Signaltransduktionswege ist für verschiedene CC-Chemokinrezeptoren nachgewiesen (BACON 
et al. 1995; CICALA et al. 1999). So kann z.B. die Phospholipase-C-Aktivität, die 
Kalziummobilisation und die Exozytose über PTX-unabhängige und PTX-abhängige Wege 
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aktiviert werden (ALI et al. 1993; ALI et al. 1994; HARIBABU et al. 1999). Progesteron wirkt 
z.B. an porcinen Granulosazellen über einen Signalweg, an welchem die Phospholipase C 
beteiligt ist: Es löst einen transmembranösen Kalziumeinstrom und/oder eine Freisetzung von 
Ca2+ aus dem ER sowie die Bildung von Inositol-3-Phosphat in diesen Zellen aus. Dieser 
Vorgang wird durch die Proteinkinasen A und C kontrolliert und ist gegenüber Pertussis-Toxin 
unempfindlich (MACHELON et al. 1996). Weiterhin ist denkbar, dass auch in diesem Fall 
unterschiedliche Reifungs- und Aktivierungsstadien der Zellen und die damit verbundene 
unterschiedliche Rezeptorexpression Unterschiede in der Hemmung der Zellen durch Pertussis-
Toxin bewirken. 
Die meisten Chemokinrezeptoren entfalten ihre Wirkung auf die Zelle über einen 
Ca2+-gekoppelten Signalweg (OLSON und LEY 2002). Ein Anstieg des zytosolischen 
Ca2+-Spiegels konnte im Rahmen dieser durch PARC induzierten Reaktion nicht nachgewiesen 
werden. Diese Ergebnisse schließen die Beteiligung eines Ca2+-Influx an den durch PARC 
hervorgerufenen Reaktionen der Zelle jedoch nicht aus, da der Ca2+-Einstrom von extrazellulär 
mit der oben beschriebenen Meßmethode nicht erfasst wird. An der Übertragung der 
Signalwirkung von PARC ist daher entweder ein Ca2+-Einstrom von extrazellulär beteiligt oder 
sie erfolgt über eine Ca2+-unabhängige Transduktionskaskade. Aus Studien mit neutrophilen 
Granulozyten ist bereits bekannt, dass die durch Chemokine induzierte Formation des 
Zytoskeletts und die daraus resultierende Gestaltänderung der Zellen keine intrazelluläre 
Ca2+-Mobilisation erfordert (BAGGIOLINI et al. 1994). Um herauszufinden ob PARC die 
Aktivierung und Öffnung von Ca2+-Kanälen in der Zellmembran vermittelt oder die Reaktion 
Ca2+-unabhängig verläuft, sind weitere Untersuchungen und die Anwendung anderer Methoden 
notwendig.  
Im weiteren Verlauf von Signalkaskaden spielt die Aktivierung von MAP-Kinasen eine große 
Rolle. In der vorliegenden Arbeit wurde die Beteiligung der p42/44-MAP-Kinase an der 
Wirkungsvermittlung von PARC nachgewiesen. Mittels Western Blot wurde gezeigt, dass die 
Stimulation der Zellen mit PARC in einer Phosphorylierung des p42/44-Proteins resultiert.  
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die untersuchten Zellen durch Stimulation mit 
PARC zwar die Voraussetzung erlangen, gerichtet zu migrieren, indem es eine Formation des 
Zytoskeletts induziert. Für die tatsächliche Migration ist die Wirkung von PARC jedoch nicht 
ausreichend. Die Wirkung von PARC wird durch einen Pertussis-Toxin-sensitiven Gαi-Protein-
gekoppelten Rezeptor vermittelt. Der an dieser Reaktion beteiligte Signaltransduktionsweg wird 
nicht durch die Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären Speichern gesteuert. Weiterhin bewirkt 
PARC an den Zellen der CLL-Patienten eine die Aktivierung der p42/44-MAP-Kinase. Diese 
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Aktivierung ist vermutlich Teil der genannten Signalkaskade, könnte jedoch auch unabhängig 
davon sein. 
5.1.2 B-Zell-Linien 
Die Zellen der B-Zell-Linien reagierten in keinem der 3 funktionellen Assays auf eine 
Stimulation mit PARC. Sie besitzen möglicherweise keinen adäquaten Rezeptor für dieses 
Chemokin oder sie können aus noch ungeklärten Gründen nicht mit PARC für die in dieser 
Arbeit gemessenen funktionellen Antworten stimuliert werden. Im Rahmen der 
Rezeptorexpressionsstudien konnte jedoch der putative Rezeptor DRY12 bei verschiedenen Zell-
Linien nachgewiesen werden. Diese Befunde sprechen zunächst gegen die Hypothese, dass 
DRY12 ein Rezeptor für PARC ist. Da in dieser Untersuchung jedoch nur Kalziummobilisation, 
Aktinpolymerisation und Chemotaxis gemessen wurden, sind andere Funktionen nicht 
ausgeschlossen. Eine weitere Erklärung könnte das Fehlen von zusätzlichen Rezeptoren oder 
Strukturen sein, die für funktionelle Antworten exprimiert sein müssen.  
 
5.2 Expression des putativen PARC-Rezeptors DRY12 
Das Vorkommen des DRY12 wies I. Schraufstätter bei verschiedensten Zellarten sowohl auf 
Protein- als auch auf mRNA-Ebene nach (Ingrid Schraufstätter, San Diego, 2005, persönliche 
Mitteilung). Dazu gehören verschiedene Krebs-Zell-Linien, Fibroblasten, mesenchymale 
Stammzellen, Gefäßmuskelzellen und Endothelzellen verschiedenen Ursprungs. 
Mit dem von I. Schraufstätter freundlicherweise zur Verfügung gestellten Antikörper wurde das 
vorliegende Untersuchungsgut hinsichtlich der Expression von DRY12 untersucht. 
5.2.1 Rezeptorexpression bei CLL-Zellen 
In der Literatur wurde vielfach die Expression von DRY12-mRNA in verschiedenen Geweben 
beschrieben (OWMAN et al. 1996; KVINGEDAL und SMELAND 1997; TAKADA et al. 1997; 
CARMECI et al. 1997; THOMAS et al. 2005). Das Vorkommen des Rezeptorproteins in 
verschiedenen Geweben und Zellarten wurde ebenfalls nachgewiesen (VIVACQUA et al. 2006). 
In diesen Veröffentlichungen erfolgte der Proteinnachweis jedoch meist mittels Western Blot. 
Eine Unterscheidung zwischen intrazellulärer Expression des Rezeptors und Expression auf der 
Zelloberfläche ist mit dieser Methode nicht möglich. Es ist bekannt, dass der DRY12-Rezeptor 
im Zellinneren vorkommt (FILARDO 2002; FILARDO et al. 2002; REVANKAR et al. 2005). 
Über die Expression des Rezeptorproteins auf der Zelloberfläche gibt es bisher nur wenige 
Berichte (THOMAS et al. 2005). 
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In der vorliegenden Arbeit wurde eine starke Expression des DRY12-Proteins auf der 
Zelloberfläche bei 20% der untersuchten B-Zell-Proben von CLL-Patienten nachgewiesen. 
47,5% der Proben wiesen eine mittlere und 32,5% eine geringe bis fehlende 
Expressionsintensität auf. Die Oberflächen-Expression von DRY12 scheint daher bei den 
untersuchten Zellen zunächst individuell unterschiedlich zu sein. Möglicherweise spielt der 
Reifungs- und Aktivierungszustand der Zellen eine Rolle. Aber auch äußere Faktoren könnten zu 
Unterschieden in der Expression des DRY12-Proteins führen. Dazu gehört z.B. die 
Kultivierungsdauer nach dem Auftauen der Zellen bis zur Durchführung des Versuchs. Bisher 
konnten jedoch keine entsprechenden Zusammenhänge nachgewiesen werden. Weitere 
Untersuchungen auch Vergleiche zum klinischen Krankheitsbild und anderen Faktoren sind 
notwendig. Auffällig war, dass sich bei einigen Patienten die Expressionsintensität des Rezeptors 
in Abhängigkeit vom Entnahmedatum der Blutprobe veränderte. Zusätzlich kam es bei einigen 
Patienten im Verlauf der Erkrankung zu Veränderungen der Expressionsintensität. Die Ursachen 
für diese Veränderungen sind bisher nicht bekannt. Möglicherweise beeinflusst auch die 
Therapie die Expressionsintensität. Die erwähnten Unterschiede in der Expression des 
Rezeptorproteins bei verschiedenen Proben eines Patienten konnten auch auf mRNA-Ebene 
bestätigt werden. Mittels RT-PCR wurde gezeigt, dass die Zellen von 28,5% der untersuchten 
Proben DRY12-mRNA exprimieren. In den übrigen 71,5% der Proben konnte keine mRNA des 
Rezeptors nachgewiesen werden. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass es sich bei DRY12 
nicht um einen konstitutiv exprimierten Rezeptor handelt. Vielmehr scheint die Expression von 
verschiedenen Faktoren beeinflusst zu sein. Dies wird durch die Untersuchungen von AHOLA et 
al. (2002) bestätigt, in denen gezeigt wurde, dass Brustkrebszellen unter Einfluss von Progestin 
vermehrt DRY12 exprimieren. TAKADA et al. wiesen 1997 nach, dass Endothelzellen, die 
Scherkräften ausgesetzt sind, ebenfalls vermehrt den DRY12-Rezeptor exprimieren. Die mittels 
Immunfluoreszenz nachgewiesene Lokalisation des Rezeptors auf der Zelloberfläche korreliert 
mit den Ergebnissen der funktionellen Tests. Die durch PARC-Stimulation ausgelösten 
Reaktionen der Zellen erfolgten innerhalb von Sekunden. Dies spricht für eine Lokalisation des 
Rezeptors auf der Zelloberfläche und eine schnelle Signalvermittlung, an der weitere Botenstoffe 
beteiligt sind. Es ist durchaus möglich, dass DRY12 auch als intrazellulärer Rezeptor z.B. in der 
Kernmembran vorkommt. Die in dieser Arbeit erwähnten Ergebnisse der intrazellulären 
Antikörper-Färbung sollten jedoch kritisch betrachtet werden. Genauere Untersuchungen und die 
kritische Prüfung der gewählten Methode lassen darauf schließen, dass möglicherweise auch 
unspezifische Fluoreszenz-Signale falsch positive Ergebnisse erzeugten.  
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5.2.2 Rezeptorexpression bei B-Zell-Linien 
Fast alle der untersuchten B-Zell-Linien exprimierten das Rezeptorprotein auf der 
Zelloberfläche. Die Expression war jedoch unterschiedlich stark. Lediglich die KoADZ-Zellen 
zeigten keine Rezeptorexpression. Da die KoADZ im Gegensatz zu den Zellen der anderen Zell-
Linien von einem gesunden Spender stammen, könnte dies ein weiterer Hinweis auf eine Rolle 
des DRY12 bei Krebserkrankungen sein, welche mit einer gesteigerten Expression einhergeht. 
Die Zell-Linien BJAB, Raji und Ramos exprimierten den Rezeptor stark. Es handelt sich bei 
diesen drei Zell-Linien um reife Zellen. Die Zellen der Linien Nalm6 und Reh sind 
Vorläuferzellen und exprimierten den Rezeptor nur in geringem Maße. Diese Ergebnisse 
könnten erste Hinweise dafür liefern, dass die Expression des DRY12 und damit die Fähigkeit 
der Zellen auf PARC zu reagieren tatsächlich vom Reife- und Aktivierungszustand der Zellen 
abhängig ist. Auch bei den B-Zell-Linien variierte die Expressionsintensität bei den einzelnen 
Messungen der gleichen Zell-Linie deutlich. Dies lässt darauf schließen, dass auch bei den Zell-
Linien der putative PARC-Rezeptor DRY12 nicht konstitutiv exprimiert wird, sondern die 
Expression durch verschiedene Faktoren beeinflusst wird. 
Auf mRNA-Ebene zeigten besonders Nalm6, Ramos und KoADZ eine starke Expression. Die 
B-Zell-Linie Raji exprimiert keine mRNA des Rezeptors. Dies widerspricht den Ergebnissen der 
Antikörperfärbungen. Da die Expression von Rezeptoren jedoch sowohl auf transkriptioneller 
(RNA)-Ebene als auch auf translationaler (Protein)-Ebene oder auf posttranslationaler Ebene 
reguliert werden kann, ist es durchaus möglich, dass in den Zellen zwar mRNA abgelesen wird, 
diese jedoch nicht in eine Protein übersetzt wird. Dies kann etwa durch das Fehlen von nötigen 
Co-Faktoren oder den intrazellulären Abbau des Proteins noch vor Erreichen der Zelloberfläche 
bedingt sein. Welche Mechanismen in Fall des putativen Rezeptors DRY12 beteiligt sind, ist 
noch unbekannt und bedarf weiterer Untersuchungen. Die nachgewiesenen Expressionsmuster 
widersprechen jedoch auch den Ergebnissen von OWMAN et al. (1996), welche DRY12-mRNA 
in Raji-Zellen nachwiesen. Studien an Zell-Linien müssen jedoch immer kritisch betrachtet 
werden. So können Veränderungen in der Genexpression und spontane Mutationen bei längerer 
Kultivierungsdauer und den damit verbundenen hohen Passagezahlen nie ausgeschlossen 
werden. Auch unterschiedliche Kultivierungsmedien können Einfluss auf die Genexpression 
haben. Zuletzt muss auch immer in Betracht gezogen werden, dass Zellen einer Zelllinie in 
unterschiedlichen Laboren nicht 100% identisch sein können.  
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5.2.3 Rezeptorexpression in verschiedenen Lymphknoten 
In den Lymphknoten gesunder Spender exprimieren viele Lymphozyten geringe Mengen 
DRY12. Makrophagen zeigen keine Expression des Rezeptors. Im Vergleich dazu exprimieren 
in den Lymphknoten von CLL-Patienten nahezu alle Zellen DRY12 sehr stark. Dieser Eindruck 
entsteht jedoch hauptsächlich durch die massive Proliferation der B-Lymphozyten und den 
daraus resultierenden Strukturverlust. So sind in diesem Präparat fast ausschließlich 
Lymphozyten und einige Gefäßanschnitte sichtbar. Diese Zellen färben sich in der 
Antikörperfärbung positiv an. Daher scheinen in diesen Präparaten nahezu alle Zellen DRY12 zu 
exprimieren. Weiterhin kann ein deutliches Verteilungsmuster festgestellt werden: Die 
sogenannten "Pseudo-Follikel" oder "Proliferationszentren" stellen kleine Anhäufungen von 
prolymphozytär-erscheinenden Zellen dar, welche Aggregate formen. Sie sind charakteristisch 
für die Lymphknoten von CLL-Patienten und sind überall im gesamten Lymphknoten verstreut. 
Im Bereich dieser Proliferationszentren exprimieren die Lymphozyten nur geringe Mengen 
DRY12. Die Bezeichnung "Proliferationszentren" wurde weitgehend akzeptiert, da diese Zellen 
eine relativ lockere Chromatinstruktur und mehrere Nukleoli aufweisen und daher stärker 
aktiviert erscheinen als die sie umgebenden Zellen, deren Erscheinungsbild eher ruhenden 
Lymphozyten entspricht. Andererseits sind die Zellen der Pseudofollikel jedoch durch ihre 
relativ hohe Expression von CD20 gekennzeichnet. Sie weisen also die immunophenotypischen 
Merkmale von normalen B-Zellen auf. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass die DRY12-
Expression vom Reifegrad und dem Aktivierungszustand der Zellen abhängig ist (KIPPS 2003). 
 
5.3 Abschließende Betrachtung und Ausblick 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Wirkung von PARC bei B-Lymphozyten nur bei den 
Zellen der CLL-Patienten und nur in einem von drei funktionellen Assays gezeigt werden. Der 
putative Rezeptor für PARC, DRY12, konnte auf verschiedenen Zellen nachgewiesen werden. 
Ein direkter Zusammenhang zwischen Rezeptorexpression und Reaktion auf PARC konnte nicht 
sicher aufgezeigt werden. Die Ergebnisse diese Arbeit schließen aber auch nicht aus, dass PARC 
ein möglicher Bindungspartner von DRY12 ist. Bei der Wirkungsvermittlung spielen jedoch 
vermutlich auch andere Botenstoffe und weitere Faktoren eine Rolle, indem sie die 
Reaktionsfähigkeit der Zellen gegenüber PARC bzw. die Rezeptorexpression des DRY12 
beeinflussen. Die Signalübertragung des DRY12 erfolgt wahrscheinlich im Vergleich zum 
Großteil der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren über andere intrazelluläre Signalwege. 
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Das weite Spektrum der Zellen, welche auf PARC reagieren deutet auf eine mögliche Rolle von 
PARC und seinem vermuteten Rezeptor DRY12 bei einer Vielzahl biologischer Reaktionen hin. 
Allerdings vermitteln auch andere Botenstoffe wie Östrogene ihre Wirkung über diesen Rezeptor 
(FILARDO 2002; FILARDO et al. 2002; REVANKAR et al. 2005). Der DRY12-Rezeptor 
kommt nicht nur im humanen Genom vor. Auch andere Spezies wie z.B. Mäuse (GUAN et al. 
1999) und Ratten (KIMURA et al. 2001) besitzen ein äquivalentes Gen für diesen Rezeptor. Die 
Zellen dieser Tiere reagieren auf PARC-Stimulation mit Chemotaxis (BRUNA-ROMERO et al. 
2003; GUAN et al. 1999), Stressfaserformation (Ingrid Schraufstätter, San Diego, 2005, 
persönliche Mitteilung) bzw. Apoptoseinduktion über den p53-Signalweg (KIMURA et al. 
2001). Das PARC-Gen wurde dagegen bisher nur im Primatengenom lokalisiert. Es wirft sich 
daher die Frage auf, welche Rolle DRY12 bei den übrigen Spezies spielt und welche seine 
Bindungspartner bei den verschiedenen Spezies sind. Da Forschungen an Tiermodellen aufgrund 
des fehlenden PARC-Gens in diesen Spezies nicht möglich sind, könnten diese Antworten auch 
bei der Erforschung der Rolle und Funktion des Rezeptors beim Mensch unter physiologischen 
aber auch - ganz wichtig - unter pathologischen Bedingungen weiterhelfen. 
Die in der vorliegenden Arbeit aufgezeigten komplexen Verknüpfungen lassen darauf schließen, 
dass noch viele weitere Untersuchungen nötig sein werden um die Rolle von PARC und DRY12 
zu verstehen. 
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Bis heute sind über 50 Chemokine und fast 20 Chemokinrezeptoren identifiziert. Dennoch gibt 
es Chemokine und Chemokinrezeptoren, deren zugehörige Rezeptoren bzw. Liganden noch nicht 
bekannt sind. PARC (=CCL18) ist ein ausschließlich in Primaten nachgewiesenes, bisher nur 
wenig charakterisiertes, im Organismus jedoch weit verbreitetes Chemokin, für das bisher noch 
kein Rezeptor beschrieben wurde. Die Wirkung dieses Chemokins wurde bisher vor allem an 
T-Lymphozyten nachgewiesen. 
 
Die vorliegende Arbeit untersucht die Wirkung von PARC auf B-Lymphozyten und das 
Vorkommen des putativen PARC-Rezeptors DRY12. Dabei wurden B-Zellen von 
CLL-Patienten sowie mehrere standardisierte B-Zelllinien als Untersuchungsgut verwendet. In 
funktionellen Assays (Kalziummobilisation, Aktinpolymerisation und Chemotaxis) wurde die 
Wirkung von PARC auf diese Zellen charakterisiert. Untersuchungen zu beteiligten 
Signalkaskaden wurden durch Einsatz von spezifischen Inhibitoren (Pertussis-Toxin) und mittels 
Western Blot durchgeführt. Weiterhin wurde das Vorkommen des putativen PARC-Rezeptors 
DRY12 bei den verschiedenen B-Lymphozyten mittels Antikörperfärbung und RT-PCR sowohl 
auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene nachgewiesen. Der Nachweis der genauen Lokalisation 
des Rezeptors in der Zelle erfolgte mittels Immunfluoreszenzcytologie. Abschließend wurde 
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vergleichend das Vorkommen des DRY12 im Lymphknoten von CLL-Patienten und gesunden 
Spendern untersucht. 
PARC löst bei den B-Zellen der CLL-Patienten die Polymerisation von Aktin aus. Es induziert 
jedoch keine gerichtete Migration der Zellen. PARC wirkt auf die in dieser Arbeit untersuchten 
B-Zellen also nicht als Chemokin im klassischen Sinne. Seine Wirkung besteht möglicherweise 
in einem synergistischen Effekt, indem es im Zusammenspiel mit anderen Faktoren die 
Migration der Zellen beeinflusst. Weiterhin wäre denkbar, dass PARC das Verhalten von 
hämatopoetischen Stamm- und Vorläuferzellen beeinflusst. Die beteiligte Signalkaskade 
beinhaltet ein Pertussis-Toxin-sensitives Gαi-Protein und die Aktivierung der p42/44-
MAP-Kinase. Ein intrazellulärer Einstrom von Ca2+ spielt bei der Wirkungsvermittlung von 
PARC keine Rolle.  
Der putative PARC-Rezeptor DRY12 konnte bei verschiedenen B-Zellen in unterschiedlicher 
Intensität nachgewiesen werden. Die Expression des DRY12 scheint sowohl auf Ebene der 
mRNA als auch auf Proteinebene durch multiple Faktoren reguliert zu sein. Dazu gehören z.B. 
der Reifungs- und Aktivierungszustand der Zellen oder die Kultivierungsdauer nach dem 
Auftauen der Zellen bis zur Durchführung des Versuchs. Bisher konnten jedoch keine 
entsprechenden Zusammenhänge nachgewiesen werden. Der DRY12 ist demnach kein 
konstitutiv exprimierter Rezeptor. Durch Immunfluoreszenzcytologie konnte die Lokalisation 
des Rezeptormoleküls auf der Zelloberfläche gezeigt werden. Im Lymphknoten wird DRY12 v.a. 
von Lymphozyten exprimiert. Bei Makrophagen konnte das Rezeptorprotein nicht nachgewiesen 
werden. In den Lymphknoten von CLL-Patienten exprimieren die Lymphozyten deutlich mehr 
DRY12 als Lymphozyten im Gewebe gesunder Individuen. 
Ein direkter Zusammenhang zwischen Rezeptorexpression und Reaktion auf PARC konnte nicht 
sicher aufgezeigt werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit schließen aber auch nicht aus, dass 
PARC ein möglicher Bindungspartner von DRY12 ist. Bei der Wirkungsvermittlung spielen 
vermutlich auch andere Botenstoffe und weitere Faktoren eine Rolle, indem sie die 
Reaktionsfähigkeit der Zellen gegenüber PARC bzw. die Rezeptorexpression des DRY12 
beeinflussen. Hinsichtlich der Frage, ob es sich bei DRY12 um einen Rezeptor für PARC 
handelt, kann diese Untersuchung zu keinem abschließenden Ergebnis gelangen, so dass dieser 
Aspekt in weiterführenden Analysen eingehender betrachtet werden sollte. 
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Today there are more than 50 chemokines and almost 20 chemokine receptors described. Despite 
growing knowledge, the ligands for some orphan chemokine receptors have not been identified 
and for several chemokines the receptor has not been discovered. 
PARC (=CCL18) is one of these chemokines for which the receptor has not been recognized. It 
has been detected in primates only and, despite being widely spread in the organism, it is still 
poorly characterized. Up to now, the effects of PARC were mainly shown on T-lymphocytes. 
Therefore, the objective of this study was to investigate the function of PARC and the expression 
of the putative PARC-receptor DRY12 in B-lymphocytes. For the purpose of the present study, 
B-CLL-cells and several lymphocytic B-cell-lines served as models to cover different stages of 
B-cell maturation. In order to characterize the effect of PARC, several functional assays 
(calciummobilisation, actinpolymerisation and chemotaxis), specific inhibitors (pertussis toxin) 
and Western Blotting were used. Expression analyses of the DRY12-receptor were performed by 
FACS-analysis, RT-PCR and immunofluorescence cytochemistry. In addition, lymph nodes 
from patients with CLL and healthy donors were stained immunohistochemically. 
In B-CLL-cells, PARC stimulation leads to phosphorylation of p42/44-MAP-Kinase and 
polymerization of actin, which can be inhibited by pertussis toxin, but does not induce calcium 
signaling or chemotactic migration. In this case, PARC is no classical chemokine but may act as 
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synergist to potentiate the effect of other chemokines or may influence the behavior of 
hematopoetic stemm-cells. 
The results of the study show expression of the putative PARC-receptor DRY12 present on 
several subsets of B lymphocytes. As they showed different intensity of expression, DRY12 may 
be regulated by different factors in translation as well as transduction. Among these factors 
might be their current state of maturation and activation and the time period from revitalization 
to the start of the experiments. The reasons for these differences are still unknown. According to 
these findings, the receptor is not constitutively expressed, but may be itself regulated by several 
chemokines and other factors. DRY12 is located at the surface of the cell, as shown by 
immunocytochemistry. In lymph nodes, particularly lymphocytes but not macrophages express 
DRY12. In lymph nodes of CLL-patients lymphocytes express much more DRY12 than in 
healthy samples. 
However, it could not be proved that DRY12 is the agonistic receptor for PARC, as the 
expression of DRY12 did not completely correlate with the effects on PARC stimulation. But 
results of this study do not exclude this possibility either, as different factors are considered to 
influence the effect of PARC and the expression of DRY12 in B-cells. Although there are hints 
to it, from this study we can not conclude that DRY12 is the agonistic receptor for PARC. 
Therefore, further investigation is necessary to find the answer to this question. 
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